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PGE2 : Prostaglandine E2 
PIP2 : Phosphatidyl Inositol bisphosphate 
PKA/PKC/PKG : Protéine Kinase A/C/G 
PLA2 : Phospholipase A2 
PLB : Phospholamban 
PLC : Phospholipase C 
PMCA : Plasma Membran Calcium-ATPase 
PPAR : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor 
RC : Restriction Calorique 
RCPG : Récepteur Couplé aux Protéines G 
RNAse : Ribonucléase 
ROS : Reactive oxygen species 
RPL13A : Ribosomal Protein L13a 
RQ : Relative Quantification 
RS : Réticulum Sarcoplasmique 
RT : Retro-Transcriptase 
RYR : Récepteur à la Ryanodine 
SAMP/SAMR : Senescence Accelerated Mouse 
Prone/Resistant 
SDHA : Succinate Dehydrogenase complex, subunit A 
SERCA : Sarco Endoplasmic Reticulum Calcium-ATPase 
SIRT : Sirtuin 
SOC : Store Operated Channel 
SOD : Superoxyde Dismutase 
STIM : Stromal Interacting Molecule  
T3/T4 : tri-iodotyrosine/la thyroxine 
TMB8 : 3,4,5-trimethoxybenzoic acid  8-
(diethylamino)octyl ester 
TNF-α : Tumor Necrosis Factor-α 
TOR/mTOR : Target Of Rapamycin (mammalian) 
TRP : Transient Receptor Potential 
UBC : Ubiquitine C 
VOC : Voltage Operated Channel 
WT : Wild Type 
YWHAZ : tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-
monooxygenase activation protein, zeta polypeptide 
 
 
 
Introduction 
Carole Georgeon-Chartier – vieillissement vasculaire cérébral - 2012 
 
13 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
INTRODUCTION 
  
Introduction 
Carole Georgeon-Chartier – vieillissement vasculaire cérébral - 2012 
 
15 
Au sein d'une société obsédée par la jeunesse éternelle, beaucoup d'entre nous ont des 
difficultés à aborder des questions profondes et souvent sombres relatives au vieillissement. 
Le vieillissement est une cause de mortalité sans cesse invoquée, mais si on le définit comme 
la perte progressive de la capacité d'adaptation de l'organisme aux conditions variables de 
l'environnement, il n'est pas en lui-même une pathologie mortelle. « C’est la vie qui est une 
maladie mortelle sexuellement transmissible » comme disait Woody Allen. 
 
En 1740, l’espérance de vie en France était de 25 ans. En 2004, elle dépasse 80 ans…. 
 
Le vieillissement est une question qui se pose parce que l’espérance de vie s’accroît. 
Les progrès de la médecine et de meilleures conditions de vie socio-économiques, qui ont 
permis un accès au plus grand nombre à une alimentation équilibrée, ont allongé de siècle en 
siècle l’espérance de vie de manière remarquable. Cependant, ce rallongement de la durée de 
vie n’est pas sans conséquence, puisqu’il a laissé apparaître de nombreuses pathologies, 
comme les maladies neurodégénératives, cardiovasculaires et métaboliques. Le vieillissement 
cérébral et cognitif est un phénomène particulier qui va toucher l’ensemble des êtres humains 
mais à des vitesses différentes en fonction des individus (contexte génétique) et de leur 
contexte environnemental (travail, liens sociaux, pollution, alimentation,…). Nos systèmes 
économiques et sociaux ne sont pas encore bien adaptés à cette évolution de la société qui 
contient de plus en plus de personnes vieillissantes. De nombreux acteurs des sphères 
politiques, scientifiques, sanitaires et sociales cherchent à faire émerger des solutions pour 
résoudre cette équation complexe. Leur créativité dans la recherche de solutions dépend 
notamment d’une bonne connaissance du processus de vieillissement. A ce titre, en France, le 
CNRS et la Région Aquitaine ont engagé des programmes sur le vieillissement sous tous ces 
aspects ; ma thèse a été en partie financée sur ces programmes.  
Les habitudes de vie constituent des facteurs déterminants du bien vieillir qui peuvent 
ralentir les effets délétères du vieillissement cérébral, prolonger l’autonomie des seniors et 
améliorer leur qualité de vie. Parmi ces habitudes, l’alimentation représente un facteur 
environnemental auquel l’individu est exposé tout au long de sa vie. C’est pourquoi, depuis 
près d’un siècle, les chercheurs se sont intéressés à la restriction calorique (RC) comme 
« remède anti-vieillissement ». En effet, comme nous le verrons, la RC atténue la progression 
des changements biologiques associés à l'âge et retarde le début et diminue l'incidence des 
maladies associées à l'âge, comme les maladies cardiovasculaires. Les pathologies 
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cardiovasculaires sont les plus répandues dans les pays industrialisés, et même si elles sont 
endiguées par des prises en charge médicamenteuses, elles n’en restent pas moins des facteurs 
de risques majeurs des détériorations liés à l’âge comme la maladie d’Alzheimer, elle-même 
étroitement liée aux troubles métaboliques comme le diabète. 
Les études portant sur le vieillissement vasculaire cérébral se focalisent principalement 
sur les défauts de la paroi des vaisseaux, qui peuvent rendre compte des ruptures vasculaires à 
l’origine des accidents vasculaires cérébraux voire des ruptures de la barrière 
hématoencéphalique. Mais peu d’études décrivent l’évolution de la signalisation qui contrôle 
la réactivité vasculaire au niveau de la cellule musculaire lisse responsable de cette réactivité. 
Dans ce contexte, le travail de thèse présenté dans ce manuscrit a eu pour objectif 
d’étudier les changements génomiques et fonctionnels de la signalisation calcique au 
cours du vieillissement des myocytes vasculaires cérébraux, et d’étudier les effets d’une 
restriction calorique sur les changements vasculaires liés à l’âge. 
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Chapitre I                                                           
Anatomie et physiologie du système artériel cérébral             
  
 
I.1 Anatomie et vascularisation du système artériel cérébral 
Chez les vertébrés, en particulier les mammifères, une bonne fonction cérébrale est 
essentielle pour l'homéostasie et la survie du système nerveux central. Pour répondre de 
manière efficace aux demandes métaboliques du tissu nerveux, un réseau complexe et très 
évolué de ramifications comprenant l'arbre vasculaire cérébral s'est développé. Brièvement, 
l'arbre cérébrovasculaire comprend de grandes artères interconnectées à la base du cerveau 
par le polygone de Willis. Ces artères séquentiellement divisées donnent naissance à des 
artères piales, des artères pénétrantes intracérébrales, des artérioles et un vaste réseau 
capillaire intra-parenchymateux. Chez l’homme adulte, on estime que la longueur totale de la 
vascularisation cérébrale est d'environ 700 km (Zlokovic, 2008) représentant à plat une 
surface de 12 m².  
Pour mieux comprendre le fonctionnement du réseau artériel cérébral, essayons tout 
d’abord de mieux en comprendre l’origine. Il existe deux systèmes artériels dans le cerveau : 
deux artères carotides (interne et externe) qui vascularisent la partie antérieure du cerveau, et 
deux artères vertébrales qui vascularisent la partie postérieure du cerveau (Fitzgerald, 1989). 
Ces deux systèmes forment une anastomose au niveau de la base du cerveau, appelée 
Polygone de Willis. 
 
I.1.1 Le réseau carotidien 
Le système carotidien possède deux artères carotides primitives : l’artère carotide 
primitive droite (ACPD) et l’artère carotide primitive gauche (ACPG). Les deux carotides 
primitives dont les troncs principaux ont comme origine la crosse aortique, vont se diviser 
chacune en une artère carotide externe (ACE) et une artère carotide interne (ACI) au niveau 
du bulbe carotidien, appelé aussi bifurcation carotidienne (ci-dessousFigure 1). 
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Figure 1 : Crosse de l'aorte et origine du réseau carotidien 
 
I.1.1.1 L’artère carotide externe 
L’artère carotide externe (ACE) vascularise principalement la face. Elle progresse et 
se divise à l’extérieur du crâne. L’ACE est composée de plusieurs branches qui vascularisent 
elles-mêmes des zones spécifiques de la face. L’artère thyroïdienne supérieure irrigue une 
partie de la glande thyroïde, l’artère linguale irrigue la langue, l’artère auriculaire irrigue 
l’oreille, l’artère maxillaire irrigue le nez et les molaires, l’artère pharyngienne ascendante 
irrigue le pharynx et les artères faciales, occipitales et temporales superficielles irriguent les 
tissus superficiels de la face et du cuir chevelu. 
I.1.1.2 L’artère carotide interne 
L’artère carotide interne (ACI) progresse jusqu’à la base du crâne sous le bord 
antérieur du muscle mastoïdien et pénètre dans le crâne via le sinus caverneux pour donner la 
carotide interne intracrânienne. Ce segment intracrânien perfore la dure mère du toit du sinus 
caverneux et vient au contact du chiasma optique. Sur son chemin l’ACI donne naissance à 
des branches collatérales, dont l’artère ophtalmique, destinée à la vascularisation du globe 
oculaire, et ces ramifications pour l’irrigation au niveau des méninges, de l’hypophyse et des 
nerfs oculo-moteurs. 
L’ACI se termine ensuite en quatre branches : l’artère cérébrale antérieure (ACA) qui 
passe dans la scissure inter-hémisphère et se ramifie à la face médiale des lobes frontaux et 
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pariétaux, l’artère cérébrale moyenne (ACM) ou artère sylvienne qui entre dans la scissure de 
Sylvius, l’artère communicante postérieure et l’artère choroïde antérieure (Figure 2). Chez les 
rongeurs (souris et rats), l’ACI devient une partie intégrante du cercle de Willis avant la 
division en ACA et ACM et l’artère ophtalmique est inexistante (Moffat, 1961 ; Dorr et al., 
2007). 
 
 
Figure 2 : Le réseau carotidien : origine au niveau de la crosse aortique et embranchements dans le cerveau – PICA : 
artères cérébelleuses postéro-inférieures (Source : schéma adapté à partir du site http://www.umpa.ens-
lyon.fr/~egrenier/imagescoursavc.html) 
 
I.1.2 Le système vertébro-basilaire 
Le réseau vertébro-basilaire irrigue toute la partie postérieure du cerveau. Il est 
constitué de deux artères vertébrales qui naissent à partir des artères sous-clavières. Les 
artères vertébrales pénètrent dans la boite crânienne par le trou occipital et se rejoignent sur la 
ligne médiane  au niveau du sillon du bulbe protubérantiel pour donner une artère unique, le 
tronc basilaire qui se divise ensuite en deux artères cérébrales postérieures (ACP). Les 
collatérales de ce système sont les artères cérébelleuses, comprenant les artères cérébelleuses 
postéro-inférieures (PICA) destinées à la face latérale du bulbe et à la face inférieure du 
cervelet, l’artère cérébelleuse moyenne (AICA) qui donne l’artère auditive interne, l’artère 
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cérébelleuse supérieure, et les artères perforantes au niveau du tronc cérébral (Figure 2).  
Les deux systèmes, carotidien antérieur et vertébro-basilaire postérieur, fusionnent et 
forment ainsi une anastomose appelé le polygone de Willis. 
 
I.1.3 Le polygone de Willis 
Le polygone de Willis se situe sur la partie inférieure du cerveau, à la base du crâne où 
il entoure le chiasma optique et le plancher de l’hypothalamus et du mésencéphale. Il 
constitue un cercle artériel fermé et représente la principale anastomose artérielle réunissant le 
système vasculaire antérieur et postérieur dans le cerveau (Figure 3).  
 
Figure 3 : Représentation schématique du polygone de Willis – ACA : artère cérébrale antérieure ; AComP : artère 
communicante postérieure ; ACP : artère cérébrale postérieure ; AComA : artère communicante antérieure ; ACM : 
artère cérébrale moyenne 
 
Le polygone de Willis est composé, en avant, des deux ACA réunies par l’artère 
communicante antérieure (AComA), en arrière, de l’extrémité du tronc basilaire et des deux 
ACP qui relient de chaque côté les ACM. Ce cercle anastomotique forme un échangeur des 
circulations carotidienne et vertébrale (Figure 3). Il contribue à assurer une circulation 
cérébrale normale en cas d’oblitération de l’un des troncs carotidiens ou vertébraux, d’origine 
physiologique ou pathologique. Chez la souris, il n’existe pas de communication entre les 
artères du polygone de Willis qui sont alimentées par les carotides internes, et le territoire 
alimenté par l’artère basilaire (Okuyama et al., 2004) 
I.1.3.1 L’artère cérébrale antérieure (ACA) 
L’ACA chemine en avant et en dedans du cerveau, elle passe au-dessus du nerf 
optique puis se connecte à l’entrée de la scissure longitudinale (séparant les deux hémisphères 
cérébraux) et à l’artère du côté opposé par l’intermédiaire de l’AComA qui complète la partie 
antérieure du polygone de Willis (Stephens et al., 1969). C’est la plus petite des deux 
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branches terminales de l’ACI. Elle est composée de deux segments (dont le point de division 
est l’AcomA). Le segment proximal est la portion entre son origine (au niveau de l’ACI), et 
l’AComA. Le segment distal est la partie qui fait suite à l’anastomose entre les deux ACA. 
Il existe de nombreuses variabilités individuelles dans la taille des différents segments 
de l’ACA chez l’homme. Certaines parties peuvent être sous-développées mais l’absence 
complète de l’ACA n’a jamais été constatée (Gillilan, 1959). A ce niveau, l’ACA contourne le 
corps calleux avant de se ramifier en plusieurs branches pour desservir la surface médiale des 
lobes frontaux et pariétaux.  
L’architecture de l’ACA des souris présente quelques différences par rapport à celle 
observée chez l’homme. En effet, les ACA fusionnent pour former l’artère cérébrale 
antérieure azygos dans la partie ventrale du lobe frontal. Elle pénètre dans la fissure inter-
hémisphérique et engendre des collatérales gauche et droite correspondant respectivement aux 
hémisphères cérébraux gauche et droit (Dorr et al., 2007). 
I.1.3.2 L’artère cérébrale moyenne (ACM) 
L’ACM s’étend depuis son origine jusqu'à la scissure de Sylvius. Elle se subdivise en 
plusieurs branches et irrigue un très grand territoire cortical comprenant la surface latérale des 
lobes frontaux, pariétaux et temporaux. Chez l’homme, l’ACM est la plus grande et la plus 
complexe des trois artères cérébrales et c’est aussi l’artère qui est souvent impliquée dans les 
hémorragies et les occlusions cérébrales, c’est pourquoi elle est surnommée « artery of 
stroke » (Stephens et al., 1969). En effet, la minceur de sa paroi par rapport à la pression 
sanguine qu’elle subit la rend extrêmement vulnérable (Derugin et al., 2000). Chez l’homme, 
l’occlusion de l’ACM entraîne des déficits sensoriels et moteurs ainsi qu’une diminution des 
capacités cognitives (aphasie et troubles mnésiques) (Bakker et al., 2000; Xie et al., 2010).  
I.1.3.3 L’artère cérébrale postérieure (ACP) 
Chez l’homme, les ACP naissent de la bifurcation terminale de l’artère basilaire sur la 
surface ventrale du mésencéphale. Elles rejoignent les artères communicantes postérieures 
(AComP) issues de la carotide interne pour former la portion postérieure du cercle de Willis. 
L’ACP se ramifie en branches superficielles et profondes dans le cerveau.  
 
I.1.4 Les territoires irrigués par le système vasculaire cérébral 
D’un point de vue anatomique, les vaisseaux cérébraux établissent entre eux des 
connexions appelées anastomoses qui leur permettent de palier à d’éventuelles insuffisances 
sur une ou plusieurs voies d’apport. Ces caractéristiques anatomiques et fonctionnelles 
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permettent d’ajuster de façon rapide et efficace les flux sanguins régionaux afin de répondre à 
la demande lors de changements du métabolisme du glucose ou de dioxygène (O2) qui font 
partie de l’activité normale du cerveau. Elles contribuent aussi à protéger le cerveau en 
situation pathologique (hypoxie, ischémie ou lésion tissulaire). 
L’ACA irrigue la partie interne des lobes frontaux et pariétaux, et notamment les 
cortex moteur et sensitif correspondant aux membres inférieurs. L’ACA et l’AComA forment 
des branches perforantes profondes (artères perforantes antérieures) qui irriguent une grande 
part des noyaux gris centraux, du chiasma optique et de la capsule interne de l’hypothalamus 
(Figure 4).  
 
Figure 4 : Territoires vasculaires irrigués par les trois artères cérébrales principales – ACA : artère cérébrale 
antérieure ; ACM : artère cérébrale moyenne ; ACP : artère cérébrale postérieure (Source : représentation 
schématique adaptée à partir d’une présentation sur la vascularisation du Dr Hasboun (CHU – Pitié Salpétrière), 
dont le diaporama est visible sur le site internet http://www.chups.jussieu.fr/polys/eia_neuro/vascu_eia.pdf) 
 
L’ACM est la branche la plus importante car elle irrigue la grande majorité de la face 
externe du cerveau. Elle  se ramifie en plusieurs branches qui irriguent la surface latérale des 
lobes frontaux, pariétaux et temporaux. Le territoire vasculaire de l’ACM inclut donc les 
cortex moteur et sensitif correspondant à la totalité du corps, excepté les membres inférieurs. 
L’ACM envoie également des branches perforantes qui vont pénétrer l’hémisphère en 
profondeur et irriguer le territoire sylvien profond correspondant, striatum compris. Chez la 
souris, l’ACM est également l’artère cérébrale la plus grande et elle irrigue la plus grande 
partie de l’hémisphère cérébral (Dorr et al., 2007).  
 
L’ACP irrigue la partie des lobes temporaux et occipitaux ainsi que le gyrus cingulaire 
qui sont irrigués par les branches superficielles de l’ACP. Les branches profondes (ou artères 
perforantes postérieures) qui naissent des ACP et des AComP irriguent la partie ventrale du 
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mésencéphale et le territoire thalamique, ainsi que les pédoncules cérébraux, le plexus 
choroïde et l’hippocampe (Figure 4).  
 
I.2 Structure et spécificité des artères cérébrales 
Les artères cérébrales partent du cercle de Willis situé à la base du cerveau et donnent 
progressivement de petits vaisseaux se répartissant sur la surface du cerveau. Ces vaisseaux 
en surface sont appelés les artères piales. Comme leur nom le suggère, elles longent la surface 
du cerveau et cheminent sous la pie-mère (Cipolla, 2009). Les artères du polygone de Willis 
et les artères piales sont dotées d’une innervation péri-vasculaire qui est progressivement 
remplacée par une association avec les neurones et les astrocytes intracérébraux, lorsqu’elles 
deviennent de petits vaisseaux qui pénètrent dans le cerveau, que l’on appelle les artères 
pénétrantes. Ces artères donnent lieu à des artérioles et des capillaires (Cipolla, 2009). Les 
petites artérioles (≤ 100 µm) et les capillaires (10 µm) sont entièrement enveloppés par les 
pieds d'astrocytes pour former une unité appelée neuro-vasculaire (Iadecola et Nedergaard, 
2007). Contrairement aux artères des autres organes, les artères et les artérioles extra-
parenchymateuses comme les artères piales possèdent 2/3 de la résistance vasculaire, tandis 
que les artérioles intracérébrales, y compris les capillaires, possèdent le 1/3 restant. Par 
conséquent, les vaisseaux résidants en dehors du cerveau ont un plus grand impact sur le débit 
sanguin que ceux dans le parenchyme (Faraci et Heistad, 1990). 
Comme la plupart des artères du corps, les artères cérébrales, excepté les capillaires, 
possèdent une succession de trois couches que l’on appelle tuniques : l’intima, la média et 
l’adventice. Les proportions de chaque composant des trois tuniques varient selon la fonction 
du vaisseau à un endroit particulier. 
 
I.2.1 L’intima 
L’intima est la couche la plus interne du vaisseau. Elle est la première en contact avec 
le sang circulant et donc avec les métabolites, les hormones,… Cette tunique est une 
monocouche de cellules endothéliales communément appelée endothélium. Ces cellules plates 
s’imbriquent les unes dans les autres et sont localisées à l’interface entre la lumière du 
vaisseau et les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) et donc, assurent un dialogue 
entre ces deux entités (Figure 5). Les cellules endothéliales régulent, entre autre, la 
perméabilité vasculaire, l’agrégation plaquettaire, la vasoconstriction et la vasodilatation 
(Cottart et al., 2009). L’endothélium qui tapisse l’intérieur des capillaires cérébraux se 
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distingue fondamentalement de celui retrouvé au niveau des vaisseaux périphériques, car il 
possède des ultrastructures, appelées jonctions serrées, lui permettant de fournir une certaine 
étanchéité. Cette barrière physique hautement spécialisée porte le nom de barrière hémato-
encéphalique (BHE) (Rubin et Staddon, 1999). La BHE empêche le passage des molécules 
hydrosolubles et de gros calibres, mais permet aux petites molécules lipophiles et aux 
nutriments essentiels (tels que le glucose) d’être échangés par transport actif plus ou moins 
spécifique. Ainsi, les capillaires cérébraux sont imperméables à la plupart des substances 
véhiculées par le sang (Zlokovic, 2008).  
 
I.2.2 La média 
La media est la tunique intermédiaire. Elle est composée principalement de cellules 
musculaires lisses (CML), qui sont arrangées concentriquement et qui contrôlent la résistance 
vasculaire en maintenant un tonus myogénique (Cottart et al., 2009). Les artères et artérioles 
ont une ou plusieurs couches de CML, appelées également myocytes, des cellules contractiles 
qui régulent le diamètre vasculaire. Elle est également composée de constituants 
extracellulaires comme des fibres élastiques, des fibrilles d’élastine, des faisceaux et fibrilles 
de collagène, et des protéoglycanes. La media est délimitée par deux lames élastiques interne 
et externe (Figure 5). L’interne est composée d’élastine perforée ce qui permet aux nutriments 
sanguins de diffuser vers les cellules les plus éloignées de la lumière. La lame élastique 
externe contient du collagène, des fibroblastes et des cellules nerveuses. Les artères cérébrales 
se distinguent des artères systémiques par l’absence de lame élastique externe et par une 
media pauvre en fibres élastiques (Stephens et al., 1969). Au niveau des capillaires, les 
myocytes sont remplacés par les péricytes. Les artères cérébrales sont extrêmement délicates. 
Chez l’homme, elles ne comptent au maximum que quatre couches de CMLV en plus de 
l’intima. Chez la souris et le rat, il n’y a qu’une à deux couches de CML, ce qui se reflète par 
la faiblesse du ratio entre l’épaisseur de la paroi et le diamètre de la lumière. 
Les artères cérébrales du polygone de Willis sont des artères dites de résistance. 
Comme leur média est principalement composée de CMLV, elles exercent un contrôle étroit 
sur le débit sanguin cérébral qui sera directement acheminé en aval, c’est-à-dire vers les 
artères piales, les artères intracrâniennes, les artérioles et les capillaires. Le contenu 
majoritairement musculaire des artères de résistance leur permet de s’adapter aux diverses 
conditions physiologiques en modulant leur diamètre. 
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I.2.3 L’adventice 
L’adventice, la tunique la plus externe du vaisseau, est composée de fibroblastes et de 
fibres de collagène et d’élastine (Figure 5). Son épaisseur varie énormément en fonction de la 
localisation et de la fonction du vaisseau. Par exemple, dans les artères cérébrales du 
polygone de Willis, l’adventice est presque inexistante (Lee, 1995), alors que dans les artères 
de fort calibre, comme la carotide, l’adventice est très importante.  
 
 
Figure 5 : Représentation des trois tuniques des artères : l’intima, la média et l’adventice (de la couche la plus interne 
à la plus à externe) – CML : cellule musculaire lisse 
 
Le cerveau, dont la masse représente 2% de celle du corps humain, reçoit 15% du 
débit cardiaque et consomme environ 20% des apports en O2. Une vascularisation cérébrale 
efficace est donc nécessaire pour assurer les apports en O2 et nutriments, et éliminer les 
déchets du métabolisme. A cette fin, le système vasculaire cérébral présente des 
caractéristiques physiologiques et anatomiques uniques. D’un point de vue fonctionnel, deux 
types d’autorégulation, assurés principalement par les CMLV, permettent aux vaisseaux 
sanguins cérébraux de modifier leur diamètre pour répondre de façon adaptée à des 
changements de conditions physiologiques. D’une part, lorsque la pression artérielle 
systémique augmente, les artérioles cérébrales effectuent une vasoconstriction ; d’autre part, 
une vasodilatation se produit lorsque la pression artérielle systémique diminue. Les CMLV 
permettent le maintien d’un flux sanguin cérébral optimal en régulant le tonus myogénique 
via une signalisation liée au calcium (Ca²
+
).  
 
Chapitre II : Signalisation calcique Contexte scientifique 
 
Carole Georgeon-Chartier – vieillissement vasculaire cérébral - 2012 
 
29 
Chapitre II                                               
La signalisation calcique au sein des cellules 
musculaires lisses vasculaires (CMLV)    
  
 
II.1 Généralités et tonus myogénique 
La pression artérielle varie considérablement au cours des activités quotidiennes 
normales (Mancia et al., 1988) et ces changements peuvent mener à des augmentations ou à 
des diminutions du débit sanguin cérébral (Cerebral Blood Flow CBF) potentiellement 
dangereuses et notamment au cours du vieillissement vasculaire. Pour contrer les effets des 
variations de la pression artérielle sur le CBF, les artérioles cérébrales vont ajuster leur 
résistance selon la pression intravasculaire. Ainsi, les artérioles se contractent lorsque la 
pression augmente et se relaxent quand la pression diminue. L’autorégulation est liée à la 
capacité des myocytes artériels à se contracter quand la pression augmente, c’est ce que l’on 
appelle la réponse myogénique (Brayden et al., 2008). La réponse myogénique provient du 
fait qu'une augmentation de la pression artérielle intravasculaire dépolarise les myocytes, 
conduisant à une augmentation de la concentration calcique intracellulaire ([Ca²
+
]i) et ensuite 
à la vasoconstriction (Brayden et al., 2008). Les variations de [Ca²
+
]i vont modifier également 
l’état de phosphorylation des chaînes légères de la myosine via l’activation d’une protéine 
kinase (MLCK). Enfin, des mécanismes mettant en jeu les Rho-kinases permettent de 
sensibiliser les protéines contractiles à l’action du calcium, autorisant même une contraction 
vasculaire pour une concentration calcique dite de repos (Iadecola, 2004 ; Brayden et al., 
2008 ; Chrissobolis et Sobey, 2006 ; Berridge, 2008). Toutes ces données suggèrent donc un 
rôle important du calcium dans le contrôle du tonus myogénique dans les cellules musculaires 
lisses vasculaires (CMLV).  
 
II.1.1  Un acteur important : le calcium 
En 1883, Sidney Ringer s’est intéressé à cet acteur et a montré que le calcium avait un 
rôle primordial lors de la contraction cardiaque chez la grenouille (Bregestovski et Spitzer, 
2005). Ce n’est que depuis les vingt dernières années que le rôle du calcium dans la 
signalisation cellulaire commence à être compris. Le calcium contrôle de nombreux processus 
cellulaires et est responsable d’évènements majeurs tout au long de la vie de la cellule. Il 
intervient dans de nombreuses fonctions physiologiques comme la prolifération cellulaire, la 
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sécrétion, la transcription, la contraction musculaire, l’activation de canaux ioniques mais 
également l’apprentissage et la mémoire via une intervention dans les processus de plasticité 
synaptique et de mort cellulaire (Petersen et Burdakova, 2002).  
Tous ces phénomènes sont liés à des dimensions spatio/temporelles des variations de 
la [Ca
2+
]i. En effet, ces évènements ont lieu suite à une augmentation de [Ca²
+
]i, dont 
l’amplitude la durée, mais aussi la fréquence et l’origine, sont primordiales.  
A l’état de repos, la concentration cytoplasmique de Ca2+ libre est de l'ordre de 
50 à 100 nM ; au delà, le calcium est capable d’activer des mécanismes cellulaires comme la 
contraction des CMLV. 
 
II.1.2 Contraction/relaxation de la CMLV 
Tout comme les cellules musculaires squelettiques et cardiaques, les CMLV 
contiennent des filaments d’actine et de myosine qui forment l’appareil contractile (Figure 6).  
Les filaments épais sont constitués principalement de myosine. La myosine possède 
une activité enzymatique ATPase nécessaire à sa fonction motrice. La myosine diffère 
légèrement de celle des muscles squelettiques d’un point de vue fonctionnel, puisqu’elle 
possède une activité de dégradation de l’ATP dix fois inférieure aux autres types de cellules 
musculaires et cette activité est contrôlée par le Ca²
+
. Tout comme la myosine du muscle 
squelettique, elle ne peut interagir avec l’actine que si ses chaînes légères sont phosphorylées. 
La phosphorylation des chaînes légères régulatrices (MLC) provoque un changement de 
conformation de la myosine qui devient plus allongée et capable de se lier avec l’actine 
(myosine activée) (Cole et Welsh, 2011).  
 
Les filaments fins sont constitués principalement d’actine. Les autres protéines 
constituant le filament fin sont la tropomyosine, la caldesmone et la calponine. Cependant, il 
n’y a pas de troponine C dans les CMLV, constituant essentiel du filament fin des cellules du 
muscle squelettique et cardiaque. Cela représente la différence majeure entre les CML et les 
autres types de cellules musculaires.  
 
Le mécanisme général de la contraction est le même que celui des cellules musculaires 
squelettiques. La fixation de la myosine activée (qui a lié une molécule d’ATP) sur l’actine 
provoque un changement de conformation de la myosine qui va pivoter et provoquer un 
glissement des filaments fins par rapport aux filaments épais. La force nécessaire est produite 
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par l’activité ATPasique intrinsèque de la myosine. Ce changement de conformation va 
également libérer l’ADP et permettre la fixation d’un nouvel ATP (Figure 6). 
 
Figure 6 : Régulation de la contraction/relaxation dans les CML – Mécanisme d’action des MLCK et MLCP – MLC : 
Myosin Light Chain ; MLCK : Myosin Light Chain Kinase ; MLCP : Myosin Light Chain Phosphatase ; CaM : 
Calmoduline ; MLC20 : chaîne légère de la myosine phosphorylée (Source : Schéma adapté de Cole et Welsh, 2011) 
 
II.1.2.1 Mécanisme de modulation de la contraction dépendant du Ca²+ 
L’appareil contractile est activé par l’augmentation de Ca²+ dans le cytosol. Le Ca²+ va 
ensuite se complexer avec différentes molécules dont la calmoduline (une molécule de 
calmoduline pour quatre Ca²
+
). La calmoduline (CaM) est une protéine ubiquitaire et 
multifonctionnelle, extrêmement conservée au cours de l’évolution. La fixation du Ca²+ sur 
cette molécule va provoquer son changement de conformation et lui permettre d’interagir 
avec la kinase de la chaîne légère de la myosine (MLCK). Cette enzyme va phosphoryler la 
chaîne légère de la myosine sur la Serine 19 (MLC20). La phosphorylation de la MLC20 est 
nécessaire à l’interaction entre les têtes de la myosine et les filaments d’actine et donc à la 
contraction de la CML (Cole et Welsh, 2011). 
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L’activité de la MLCK est dans la CML en concurrence avec une phosphatase : la 
MLCP (Myosin Light Chain Phosphatase) qui va déphosphoryler la MLC et ainsi provoquer 
la rupture de l’interaction actine-myosine. Contrairement à la MLCK, l’activité de la MLCP 
est indépendante de la concentration calcique. Dès que la phosphorylation par la MLCK 
diminue, à la suite d’une diminution [Ca²+]i, la MLCP va déphosphoryler la chaîne légère de 
la myosine. Elle va ensuite inhiber les interactions myosine-actine (Figure 6). Ainsi en 
présence d’une faible concentration de Ca²+, l’équilibre est en faveur de la MLCP alors que 
lors d’une hausse de Ca²+, c’est l’activité de la MLCK qui prédomine (Akata, 2007). 
II.1.2.2 Mécanisme de modulation de la contraction dépendant des protéines 
Rho/Rho kinase 
La deuxième voie de signalisation importante dans la modulation de la contraction est 
celle dépendante des protéines régulatrices RhoA/Rho kinases. Elles sont impliquées dans les 
phénomènes de sensibilisation de l’appareil contractile. RhoA est une protéine G qui permet 
l’activation d’une protéine sérine/thréonine kinase, la RhoK. Cette kinase phosphoryle à son 
tour la MLCP, inhibant son activité catalytique (Kimura et al., 1996 ; Feng et al., 1999). 
Ainsi, la phosphorylation de la MLC20 est augmentée et par conséquent, la contraction aussi.  
 
Les variations de [Ca²
+
]i dans les CMLV sont les principaux mécanismes qui régulent 
l’état contractile des myocytes. Une augmentation ou une diminution de Ca²+ aboutit 
respectivement à la contraction ou à la relaxation des CMLV (Somlyo et Somlyo 1994). Les 
mécanismes permettant le contrôle de la contraction dépendante du Ca²
+
 font intervenir deux 
phénomènes, une libération de Ca
2+
 à partir du réticulum sarcoplasmique (RS) et une entrée 
de Ca
2+ 
à travers la membrane plasmique. Pour assurer son homéostasie, le calcium interagit 
avec de nombreux éléments de la cellule (« calcium toolkit » : ensemble des canaux et 
pompes qui assurent la signalisation calcique) (Berridge, 2003) (Figure 7). 
  
 
 
Figure 7 : Schéma général des acteurs impliqués dans la signalisation calcique dans les cellules musculaires lisses vasculaires (Calcium Signalling Toolkit) 
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II.2 Libération de calcium à partir du RS 
Le réticulum sarcoplasmique (RS) représente, malgré sa faible proportion dans le 
volume cellulaire, le compartiment principal de stockage du calcium dans les CMLV. Le RS 
ne représente que 1,5 à 7,5 % du volume cellulaire total. La [Ca
2+
] dans le RS est très élevée, 
de l’ordre de 100 µM (Clapham, 1995). Cette caractéristique permet une sortie de calcium 
vers le cytosol selon un gradient de concentration, après stimulation des récepteurs canaux 
situés sur la membrane du RS. Il existe deux canaux majeurs situés sur la membrane du RS 
impliqués dans la libération de Ca²
+
 vers le cytoplasme. Il s’agit des récepteurs à la ryanodine 
(RYR) et des récepteurs à l’inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3R) (Otsu et al., 1990 ; Nixon et 
al., 1994). 
 
II.2.1 Les récepteurs à l’inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3R) 
II.2.1.1 Structure et sous-types des IP3R 
Les IP3R fonctionnels sont des protéines tétramériques. Le poids moléculaire des 
IP3R est compris entre 250 et 310 kDa. Il a été montré que ce récepteur possède 2749 acides 
aminés. Ces protéines s’organisent en trois domaines :  
- un domaine N-terminal localisé dans le cytoplasme. C’est un domaine qui possède 
le site de liaison de l’IP3  
- un domaine régulateur contenant des sites de liaison de nombreuses molécules 
comme le Ca²
+
, et des sites de phosphorylation 
- un domaine C-terminal localisé dans le cytoplasme et possédant six domaines 
transmembranaires, M1 à M6 qui forment le canal calcique (Figure 8).  
Les IP3R possèdent un pore central aqueux qui permet le passage du Ca
2+
 vers le 
cytoplasme selon le gradient de concentration (Chadwick et al., 1990 ; Pantazaka et Taylor, 
2010).  
 
 
Figure 8 : Représentation schématique de l'IP3R : séquence primaire d’une sous-unité et structure simplifiée du 
tétramère (Source : Patterson et al., 2004) 
 
Chapitre II : Signalisation calcique Contexte scientifique 
 
Carole Georgeon-Chartier – vieillissement vasculaire cérébral - 2012 
 
35 
Chez les mammifères, trois différents sous-types ont été décrits : IP3R1, IP3R2 et 
IP3R3. Il existe également des sous-types 4 et 5 qui correspondent sans doute à la mise en 
évidence d’une forme de diversification supplémentaire des IP3R : la possibilité d’épissage 
alternatif. L’IP3R1 possède ainsi trois sites d’épissage alternatif (SI, SII et SIII, Taylor et al., 
1999). Ces variants d’épissage sont capables de former des IP3R fonctionnels aux propriétés 
variables (Taylor et al., 1999). L’IP3R2 possède au moins un site d’épissage menant à la 
formation d’une version trop courte pour être fonctionnelle, mais néanmoins exprimée dans 
les tissus musculaires (Iwai et al., 2005). L’existence de variants d’épissage de l’IP3R3 n’a 
jusqu’à présent pas été démontrée. 
De plus, il a été montré que les différents sous-types présentent une homologie de 
séquence (60%) et, sur une partie de la séquence, une région hypervariable (Taylor et al., 
1999) conférant une sensibilité différente à l’IP3 et au Ca2+ ce qui génère des signaux 
calciques distincts au sein du même système d’expression cellulaire (Miyakawa et al., 1999 ; 
Fritz et al., 2008). L’affinité des sous-types IP3R pour l’IP3 suit l’ordre suivant : 
IP3R2>IP3R1>IP3R3 et l’affinité pour le Ca²+ suit l’ordre suivant : IP3R1>IP3R2>IP3R3 
(Miyakawa et al., 1999 ; Duncan et al., 2007). 
II.2.1.2 Expression et localisation des IP3R 
Des études ont montré que les sous-types IP3R1 et IP3R2 étaient exprimés dans les 
CMLV, plus précisément dans la veine porte et l’artère basilaire de rat (Morel et al., 2003 ; 
Grayson et al., 2004). Cependant une autre étude plus récente démontre par un ensemble de 
techniques (PCR quantitative, western blot et immunofluorescence) que les trois sous-types 
sont présents dans les artères cérébrales de rat (Zhao et al., 2008). Dans les tissus musculaires 
lisses, l’expression des sous-types d’IP3R est variable, mais l’IP3R1 semble toujours présent. 
L’expression des IP3R est un phénomène dynamique. Lors du développement des 
myocytes vasculaires, les expressions relatives de l’IP3R1 et de l’IP3R3 varient, l’IP3R1 
devenant majoritaire chez l’adulte (Tasker et al., 1999). Au contraire, dans des myocytes en 
prolifération, les taux d’expression de l’IP3R2 et de l’IP3R3 sont augmentés d’un facteur 
deux à trois par rapport à celui de l’IP3R1 (Tasker et al., 1999). Dans la mesure où les 
myocytes en prolifération et les myocytes embryonnaires partagent des caractéristiques 
communes, notamment en terme d’expression de canaux membranaires (Pignier et Potreau, 
2000 ; Pignier et al., 2002), l’IP3R1 pourrait donc être un sous-type caractéristique des 
cellules matures. 
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Les IP3R sont présents dans les membranes du RS en association étroite avec la 
membrane plasmique, ils peuvent interagir avec les canaux transient receptor potential (TRP) 
pour la recharge calcique du RS (Ma et al., 2000). Les IP3R sont majoritairement localisés au 
niveau de RS mais ils sont également retrouvés au niveau de la membrane plasmique, du 
noyau (Malviya 1994) et de la membrane de l’appareil de Golgi et des vésicules sécrétoires 
(Pinton et al. 1998 ; Duncan et al., 2007 ; Taylor et al., 2009).  
II.2.1.3 Activation et pharmacologie des IP3R 
Les IP3R sont activés par l’IP3 (liaison de quatre molécules d’IP3), qui est un second 
messager produit à partir du phosphatidyl inositol 4,5-bisphosphate (PIP2) qui est un lipide 
membranaire. Suite à l’activation d’un récepteur couplé aux protéines G (RCPG) par 
différents signaux extracellulaires, la protéine G (notamment de type Gq ou G11) active la 
phospholipase C (PLC) induisant ainsi la synthèse d’IP3 et de DAG (Diacylglycérol) à partir 
de PIP2. L’IP3 produit peut alors activer l’IP3R situé sur la membrane du RS. L’affinité de 
l’IP3 pour son récepteur est variable selon les différents sous-types mais une concentration 
comprise entre 0.01 et 1 μM est suffisante pour induire une réponse calcique maximale dans 
les CML (Figure 9).  
 
 
Figure 9 : Activation de la voie de l’IP3 – RCPG : récepteur couplé aux protéines G ; PLC : phospholipase C ; PIP2 : 
phosphatidyl inositol biphosphate ; DAG : diacylglycérol ; IP3 : inositol 1,4,5-triphosphate ; IP3R : récepteur à l’IP3 
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Le deuxième principal régulateur de l’IP3R est le Ca²+ qui agit selon un effet 
biphasique avec une activation du canal lorsque [Ca²
+
]i est faible et une inhibition lorsque 
[Ca²
+
]i est forte (Finch et al., 1991). Plus précisément, l’interaction de l’IP3 avec son 
récepteur est modulée par la [Ca²
+
] comme suit : des faibles [Ca
2+
] (jusqu’à 300 nM) 
augmentent l’efficacité de l’IP3 pour la libération calcique (feedback positif) alors que des 
fortes [Ca
2+
] (> µM) produisent l’effet inverse (feedback négatif) (Horowitz et al., 1996 ; 
Marin et al., 1999). Il semble aussi que le Ca²
+
 puisse réguler directement l’IP3R par des 
domaines de liaisons au Ca²
+
 cytosolique (Taylor et Laude, 2002). Dans ce cas, l’ouverture du 
canal se produit par le biais du calcium en tant que co-agoniste (Foskett et al., 2007 ; 
Ryglewski et al., 2007).  
L’activation des IP3R comprend donc trois paramètres : l’affinité de l’IP3, la liaison 
du calcium sur son site activateur qui augmente l’efficacité de l’IP3, et la liaison du Ca2+ sur 
son site inhibiteur qui empêche l’ouverture du canal.  
Pharmacologiquement, il est possible de moduler l’activation des IP3R. L’héparine, la 
caféine, la Xetospongine C et le 2-aminoethoxy-diphenylborate (2APB) sont capables 
d’inhiber de manière sélective les IP3R (Supattapone et al., 1988 ; Nerou et al., 2001 ; 
Bezprozvanny et al., 1994 ; Ascher-Landsberg et al., 1999), même si les deux dernières 
molécules sont sujettes à de nombreuses controverses (De Smet et al., 1999 ; Bootman et al., 
2002). Il est possible d’activer directement les IP3R en utilisant des molécules d’IP3 encagées 
ou des dérivés fluorés d’IP3 comme le 3FIP3 (Boittin et al., 2000). 
 
II.2.2 Les récepteurs à la ryanodine (RYR) 
Les récepteurs à la ryanodine ont été appelés ainsi en 1985, lorsqu’une équipe de 
recherche a montré que la ryanodine, un alcaloïde végétal, avait une forte affinité pour une 
protéine située sur la membrane du RS (Pessah et al., 1985). La ryanodine, à des 
concentrations de l’ordre du nanomolaire, se fixe sur le canal en augmentant sa probabilité 
d’ouverture, mais à des concentrations très élevées (>100 µM) inhibe ce canal (Meissner, 
1986). 
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II.2.2.1 Structure et sous-types des RYR 
Les RYR sont des récepteurs canaux formant un tétramère composé de sous-unités de 
550 kDa (Figure 10) (Lanner et al., 2010). Deux domaines peuvent être distingués : un 
domaine N-terminal important (80% de la structure) et un domaine C-terminal. Ces deux 
domaines sont cytoplasmiques et possèdent 4 à 12 domaines transmembranaires en fonction 
des modèles proposés (Marks, 1997).  
 
 
Figure 10 : Reconstitution en 3D de RYR1 face cytosolique (image obtenue par microscopie cryo-électronique - 
Source : Kimlicka et Petegem, 2011) 
 
Le RYR a été identifié comme étant le canal calcique du RS responsable de la 
contraction des cellules musculaires squelettiques et cardiaques. 
Chez les mammifères, les RYR sont codés par une famille de trois gènes RYR1, 2 et 3 
qui partagent 65% d’homologie et qui sont exprimés dans différents tissus selon le sous-type. 
Chaque sous-type possède sa propre régulation. Des études ont révélé que les différents sous-
types des RYR peuvent s’hétérodimériser, formant ainsi les couples suivants : RYR2/RYR3 et 
RYR2/RYR1 (Xiao et al., 2002). Cependant, seul l’homotétramère reste un canal fonctionnel.  
II.2.2.2 Expression et localisation des RYR 
Les différences de fonctionnement des myocytes cardiaques et squelettiques ont 
rapidement mené à l’identification des trois sous-types, à partir du clonage des ADNc extraits 
de différents tissus dans lesquels leur expression est majoritaire : RYR1 dans le muscle 
squelettique (Marks et al., 1989), RYR2 dans le muscle cardiaque (Nakai et al., 1990) et 
RYR3 dans le cerveau (Hakamata et al., 1992), bien que ce ne soit pas le sous-type 
majoritaire dans ce tissu.  
 
Récemment, il a été montré que les trois sous-types RYR étaient présents dans les 
myocytes des artères cérébrales de rats. Cependant, il a été révélé que RYR2 était le sous-type 
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prédominant, par son expression (4 fois plus que RYR1 et 1,5 fois plus que RYR3) et sa 
fonction, dans les membrane du RS des CML des artères cérébrales (Vaithianathan et al., 
2010). Cependant, l’expression des RYR est dynamique et varie en particulier durant le 
développement. RYR3, qui pourrait ne pas être activable dans des conditions normales dans 
les myocytes vasculaires adultes (Mironneau et al., 2001) est un sous-type important des 
muscles squelettiques embryonnaires (Bertocchini et al., 1997 ; Mori et al., 2000). Enfin, 
l’expression des RYR peut varier pendant le développement de différentes pathologies. On 
observe, par exemple, une diminution de l’expression de RYR2 lors de l’insuffisance 
cardiaque (Go et al., 1995). Dans les modèles murins de myopathie de Duchenne (souris 
mdx), la diminution de l’expression de RYR2 dans les myocytes duodénaux est à l’origine 
d’altérations de la signalisation calcique (Morel et al., 2004). 
Il existe néanmoins des mécanismes d’épissage alternatif de RYR1 (Zorzato et al., 
1994 ; Futatsugi et al., 1995), de RYR2 (Nakai et al., 1990) et de RYR3 (Leeb et Brenig, 
1998 ; Miyatake et al., 1996 ; Marziali et al., 1996). Ces variants d’épissage sont tissu- et 
espèce-spécifiques, ce qui engendre une grande complexité dans l’étude des signaux 
calciques. En particulier, les tissus musculaires lisses peuvent exprimer un variant d’épissage 
dominant négatif de RYR3 capable de s’associer avec RYR2 ou la forme complète de RYR3 
pour former des hétérodimères non fonctionnels (Jiang et al., 2003 ; Dabertrand et al., 2006). 
II.2.2.3 Activation et pharmacologie des RYR 
Comme cité précédemment, la ryanodine à des concentrations de l’ordre du 
nanomolaire, provoque l’ouverture du canal et donc son activation (Meissner, 1986). La 
caféine est un activateur pharmacologique classiquement utilisé pour activer les RYR. Elle 
augmente la probabilité d’ouverture (Iino, 1989) en abaissant le seuil de sensibilité au Ca²+.  
Deux agonistes physiologiques des RYR ont été identifiés dans les CML. Il s’agit du 
Ca²
+
 et de l’adénosine 5’-diphosphate ribose cyclique (cADPR), qui est un métabolite 
synthétisé à partir du Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADP) via CD38 
(glycoprotéine située dans la membrane plasmique). Le cADPR a été proposé comme 
activateur endogène des RYR dans différents types cellulaires y compris les muscles lisses 
viscéraux (Horowitz et al., 1996 ; Marin et al., 1999 ; Fritz et al., 2005) et vasculaires 
(Teggatz et al., 2005 ; Zhang et Li, 2006). La régulation de l’activité des RYR dépend d’une 
famille de protéines avec une activité peptidylpropyl isomérase : les FK506 binding proteins 
(FKBP). Dans la littérature, il a été décrit que FKBP12 et FKBP12.6 (FKBP de 12 et 12.6 
kDa) régulent l’activité de RYR1 et RYR2, respectivement (Carmody et al., 2001) en se 
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fixant sur les canaux de manière stœchiométrique et en stabilisant les RYR dans un état 
fermé. Des résultats ont montré dans les CML que le cADPR se lie à FKBP12.6 et induit la 
dissociation du complexe RYR2/FKBP12.6, permettant une libération de Ca²
+
 (Tang et al., 
2002 ; Fritz et al., 2005) (Figure 11). 
Dans les myocytes squelettiques, les récepteurs des dihydropyridines (DHPR), situés 
dans des invaginations membranaires appelées tubules transverses, jouent le rôle de détecteur 
des changements de potentiel de la membrane (voltage sensor), par exemple lors d’un 
potentiel d’action, puisqu’il s’agit de canaux calciques dépendants du potentiel (CaV1.1). 
Lors d’une variation du potentiel membranaire, ces récepteurs activent les RYR1, 
majoritairement exprimés dans ce type cellulaire, par un couplage direct, Ca²
+
 -indépendant 
(Figure 11). Ce couplage allostérique semble exister dans certaines conditions dans d’autres 
types cellulaires. Dans le muscle cardiaque, il ne semble pas y avoir de couplage direct entre 
RYR2 et CaV1.2 qui est aussi un DHPR ; l’activation de RYR2 est alors effectuée par le Ca2+ 
selon le mécanisme de libération de Ca
2+
 induite par le Ca
2+
 (décrit dans le paragraphe 
suivant) (Mackrill, 1999). Les CaV1.1 et CaV1.2 présentent des différences structurelles 
permettant au premier de se coupler à RYR1 et empêchant l’autre de se coupler physiquement 
à RYR2. 
Pharmacologiquement, les RYR peuvent être inhibés par le rouge de Ruthénium 
(Yamamoto et Kasai, 1982), le dantrolène, le 3,4,5-trimethoxybenzoic acid 8-
(diethylamino)octyl ester (TMB8) (Takahashi et al., 1996), des anesthésiants locaux comme 
la tétracaïne, et des toxines animales comme l’impératoxine (Xu et al., 1998). Il est important 
de constater qu’aucun inhibiteur pharmacologique spécifique d’un sous-type RYR n’existe. 
La liaison du Ca²
+
 sur la face cytosolique des RYR déclenche l’ouverture du canal et 
la libération du Ca²
+
, du RS vers le cytoplasme. Ce mécanisme de libération de Ca²
+
 induite 
par le Ca²
+
 (Calcium Induced Calcium Release : CICR) est bien décrit dans les CMLV 
(Jaggar et al., 1998). 
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Figure 11 : Mécanisme d'activation des RYR par le cADPR et le DHPR – Le cADPR est synthétisé à partir de NADP 
via CD38 (glycoprotéine située sur la membrane plasmique) et va activer les RYR en se liant à FKBP12.6 et 
provoquer la dissociation du complexe RYR2/FKBP12.6. Les DHPR sont situés dans les tubules transverses, qui sont 
des invaginations de la cellule, et vont activer les RYR par un couplage indépendant du Ca²+, suite à une 
dépolarisation. – CCVD : Canaux Calciques Voltage Dépendant ; CD38 : Cluster of Differentiation 38 ; NADP : 
Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate ; cADPR : Adénosine 5’-diphosphate ribose cyclique ; NAADP : 
Nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate ; RYR : récepteur à la ryanodine ; DHPR : récepteur dihydropyridines 
 
II.2.2.4 Libération de Ca²+ induite par le Ca²+ dans les CMLV : CICR 
Les RYR sont des canaux de libération du Ca²
+
 activés par le Ca²
+
 lui-même. Le 
calcium peut donc moduler sa propre libération, un phénomène appelé « calcium-induced 
calcium release » : CICR. Ce phénomène, présent dans tous les types cellulaires, notamment 
les CML, peut induire la libération de calcium et permet l’amplification des réponses 
calciques membranaires ou intracellulaires. L’origine des réponses calciques membranaires 
correspond à l’entrée de Ca²+ dans le cytosol via des canaux calciques voltage dépendants 
(CCVD), situés sur la membrane plasmique, et celle des réponses calciques intracellulaires 
induites par les IP3R (Figure 12). 
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Figure 12 : Mécanisme du « Calcium Induced Calcium Release » CICR - RCPG : récepteur couplé aux protéines G ; 
PLC : phospholipase C ; PIP2 : phosphatidyl inositol biphosphate ; DAG : diacylglycérol ; IP3 : inositol 1,4,5-
triphosphate ; IP3R : récepteur à l’IP3 ; CCVD : canaux calciques voltage dépendant ; RYR : récepteur à la 
ryanodine ; IP3R : récepteur à l’IP3 
 
II.2.2.5 Diversité des signaux calciques induits par les RYR 
Tous ces mécanismes d’activation des RYR permettent de construire une certaine 
hiérarchie des signaux calciques. En effet, l’ouverture d’un seul canal RYR est associé à 
l’activation d’un signal de très faible amplitude, appelé « quark » dont l’existence a d’abord 
été suggérée avant d’être démontrée grâce à l’utilisation de la microscopie deux-photons 
couplée à la microscopie confocale classique (Lipp et Niggli, 1998). Le recrutement de 
plusieurs quarks et donc de plusieurs RYR (~10) regroupés en unité fonctionnelle induit 
l’activation d’un « spark ». Les sparks calciques ont été mis en évidence dans les myocytes 
cardiaques (Cheng et al., 1993), squelettiques (Tsugorka et al., 1995) et lisses (Arnaudeau et 
al., 1996). Ce sont des évènements brefs (~100 ms), localisés (~2 µm) et standardisés (Figure 
13). L’activation de chacun des trois sous-types de RYR peut sous-tendre les sparks (Conklin 
et al., 2000 ; Mironneau et al., 2001). Ce sont des évènements calciques à part entière, qui 
peuvent à ce titre participer à la régulation du fonctionnement cellulaire. Ils sont par exemple 
Chapitre II : Signalisation calcique Contexte scientifique 
 
Carole Georgeon-Chartier – vieillissement vasculaire cérébral - 2012 
 
43 
impliqués dans l’activation de conductances membranaires conduisant à la relaxation 
vasculaire (Nelson et al., 1995). 
La sommation spatio-temporelle des sparks induit l’activation de vagues calciques 
(Figure 13) propagées dans toute la cellule, et éventuellement d’oscillations de la [Ca²+]i. Les 
vagues calciques correspondent à une élévation globale de la [Ca²
+
]i dans tout le cytoplasme 
et d’un retour à l’état initial. Elles participent à de nombreux processus cellulaires comme la 
contraction, l’exocytose, la prolifération ou l’apoptose (Berridge et al., 2003). 
Dans un grand nombre de cas, les variations de la [Ca²
+
]i prennent la forme 
d’augmentations et diminutions répétées : les oscillations de la [Ca²+]i (Woods et al., 1987). 
Les oscillations calciques ont été classées en deux catégories suivant leur cinétique : (1) les 
oscillations transitoires séparées par des épisodes plus ou moins longs pendant lesquels la 
[Ca²
+
]i est la même que celle observée au repos ; (2) les oscillations sinusoïdes avec un 
plateau d’amplitude supérieure à celle de la [Ca²+]i observée au repos, précédée d’un pic 
d’amplitude supérieure au plateau (Thomas et al., 1995). L’amplitude du plateau peut être 
maintenue ou diminuer lors d’une stimulation continue. L’activation de l’un ou l’autre type 
d’oscillations dépend du médiateur et de la voie de signalisation qui lui est associée. Un 
même type cellulaire peut donc présenter les deux types d’oscillations (Nash et al., 2001). 
 
 
Figure 13 : Représentation en 3D d'un spark (A), d'une vague calcique (B) et d’oscillations (C) induits par les RYR – 
F/F0 correspond au rapport de la fluorescence émise à un instant t sur la fluorescence de base  
 
II.3 Entrée de calcium à travers la membrane plasmique : contraction 
Les CMLV possèdent, au niveau de leur membrane plasmique, une grande diversité de 
canaux qui permettent l’entrée de Ca²+ dans la cellule grâce à un gradient électrochimique. 
Dans la plupart des CMLV, il existe deux types de canaux calciques situés sur la membrane 
plasmique : les canaux calciques potentiel-dépendants (CCVD) et les canaux indépendants du 
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potentiel (principalement de la famille des TRP) activés soit par la stimulation de récepteurs 
(couplés à la protéine G), soit par la déplétion des réserves calciques intracellulaires (Store 
Operated Ca²
+ 
Entry : SOCE).  
 
II.3.1 Les canaux calciques voltage dépendants (CCVD) 
Les CCVD, aussi appelés CaV ou VOC (Voltage Operated Channels) sont activés par 
le potentiel de membrane. Sur la base de propriétés électrophysiologiques, cette famille est 
subdivisée en deux classes : les canaux à « bas seuil d’activation » activés par de faibles 
dépolarisations membranaires, et les canaux à « haut seuil d’activation » activés par de plus 
fortes dépolarisations membranaires. Dans la plupart des cellules, les courants calciques 
peuvent être attribués à différents types de CCVD appelés canaux de types L, N, P/Q et R, qui 
sont des canaux à « haut seuil d’activation » et les canaux de type T, qui sont des canaux à 
« bas seuil d’activation » (Tableau 1). En fonction de leurs caractéristiques 
électrophysiologiques, pharmacologiques et moléculaires, il existe différents sous-types de 
canaux (Tsien et al., 1988 ; Hess, 1990 ; Tsien et al., 1991 ; McCleskey, 1994 ; Catterall et 
al., 2005 ; Lory et al., 2006). Dans les CMLV, on retrouve principalement les canaux de types 
L (CaV1.2) et T (CaV3.1 et CaV3.2) (Hughes, 1995).  
 
Tableau 1 : Classification moléculaire, pharmacologique et localisation tissulaire des canaux calciques voltage 
dépendants (Source : Weiss et De Waard, 2006) 
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Les canaux voltage dépendants de type L représentent certainement la voie principale 
d’entrée de Ca2+ extracellulaire dans les myocytes vasculaires. Ils sont activés par une forte 
dépolarisation (-40 mV à 0 mV) et sont inactivés très lentement (300-600 ms). Ils possèdent 
une forte conductance (~ 25 pS) et sont peu affectés par un potentiel maintenu (McDonald et 
al., 1994). Ils sont constitués de 5 sous-unités (α1, α2, β, γ et δ) (Gollasch et Nelson, 1997). 
La sous-unité α1 possède des sites de régulation par différents modulateurs, des sites de 
phosphorylation (par PKC, PKA et CaMKII), un segment sensible au potentiel, un site de 
sélectivité au Ca
2+
 et des domaines d’activation et d’inactivation du canal. Par 
électrophysiologie, le potentiel de membrane au repos des myocytes vasculaires est estimé 
entre –40 mV et –55 mV (Gollasch et Nelson, 1997 ; Yamazaki et al., 1998). Ces canaux sont 
sensibles aux 1,4-dihydropyridines (d’où leur nom de récepteurs aux DHP ou DHPR). Il 
semblerait qu’une grande proportion de Ca2+ entrant à travers les canaux de type L active 
directement les filaments des protéines contractiles et qu’une petite proportion induirait le 
mécanisme de CICR (Orallo, 1996). 
 
Les canaux de type T sont activés par de faibles dépolarisations (jusqu'à -30 mV), ce 
qui les place dans un état inactivé au potentiel de repos des CMLV, et sont inactivés très 
rapidement (20-60 ms) (McDonald et al., 1994). L’augmentation de Ca²+ transitoire induite 
par les canaux de type T stimule la libération de Ca
2+
 à partir du RS par le mécanisme du 
CICR (Missiaen et al., 1992). Ils sont généralement résistants à la DHP, mais sont sensibles 
au Mibefradil (Perez-Reyes, 1999). 
 
II.3.2 Les canaux TRP (Transient Receptor Potential) 
II.3.2.1 Généralités 
Les canaux TRP sont présents au sein de divers types cellulaires et représentent une 
grande famille, dont la plupart des canaux sont perméables au Ca²
+
 et au Na
+. L’archétype du 
canal a été découvert chez la drosophile où il joue un rôle dans la photo-transduction 
impliquant un signal calcique. Une mutation de son gène entraîne une réponse transitoire du 
potentiel bien que la lumière soit maintenue. Les TRP sont classés en sept familles regroupées 
en deux groupes selon leur structure moléculaire. Le groupe 1 comprend les cinq familles 
montrant le plus d’homologie de séquence avec le TRP de la drosophile (Figure 14). Il est 
constitué des TRP Canonical (TRPC 1 à 7), TRP Melastatin (TRPM 1 à 8), TRP Vanilloïd 
(TRPV 1 à 6), TRP Ankyrin (TRPA), TRP No mechanosensitive (TRPN). Le groupe 2 
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comprend les TRP Mucolipin (TRPML), et TRP Polycystin (TRPP) (Venkatachalam et 
Montell, 2007). 
 
Les TRP possèdent 6 domaines transmembranaires qui forment un pore (entre le 
cinquième et le sixième domaine). L’extrémité N-terminale possède au moins trois motifs 
répétés d’ankyrines, famille de protéines qui permettent l’interaction du canal avec le 
cytosquelette de la cellule (Brayden et al., 2008). L’extrémité C-terminale possède quant à 
elle des motifs riches en proline. Les deux extrémités sont situées côté cytoplasmique. Les 
canaux TRP sont situés sur la membrane plasmique sous forme d’homo- ou hétéro-tétramères. 
Pour la plupart des canaux TRP qui sont perméables au Ca²
+
, ils ne sont pas sensibles au 
potentiel de membrane, ce qui les distingue des CCVD. En effet, le segment S4 porte peu, 
voire pas, de charges positives, caractéristique des canaux affichant une faible dépendance au 
voltage. Certains possèdent plusieurs régions de fixation à la calmoduline pouvant les faire 
interagir avec le Ca²
+
 intracellulaire. 
 
Figure 14 : Arbre phylogénétique de la superfamille des canaux TRP (Source : Nilius et Owsianik, 2011) 
 
Les canaux TRP participent à de multiples fonctions à la fois dans les cellules 
excitables et non excitables. Ils ont été particulièrement étudiés pour leurs rôles dans la 
physiologie sensorielle (le touché, l’olfaction, le goût, la chaleur, la vision), mais ils 
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participent également à la perception de stimuli à l’échelle cellulaire avec un rôle dans la 
transduction du signal. 
Les TRP peuvent être activés de différentes manière : par la liaison d’un ligand 
(ROC : Receptor-Operated Channel) ; par la vidange des stocks calciques intracellulaires 
(SOC : Store-Operated Channel) ; par l’environnement du canal (chimio-, thermo- et 
méchano-sensibles) (Vassort et Fauconnier, 2008 ; Kiselyov et Patterson, 2009). Ils peuvent 
ainsi être activés par différents stimuli intra ou extracellulaires comme le DAG pour les 
TRPC, le facteur de croissance BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor), la déplétion des 
stocks calciques et la translocation du canal à la membrane plasmique (Li et al., 1999 ; 
Putney, 2005 ; Venkatachalam et Montell, 2007 ; Salido et al., 2008).  
Bien qu'une grande attention ait été portée sur le rôle des canaux TRP dans les 
systèmes sensoriels chez les mammifères, les canaux sont également localisés dans d’autres 
types cellulaires comme les CMLV. En effet, on dénombre au moins 10 types de TRP qui ont 
des fonctions dans le phénotype contractile ou prolifératif des CMLV (Tableau 2).  
 
 
Tableau 2: Canaux TRP impliqués dans le système cardiovasculaire (Source : Inoue et al., 2009) 
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En terme de localisation dans les CMLV, les canaux TRPC et TRPV se situent dans la 
membrane plasmique alors que les canaux TRPP2 et TRPM4 sont plus localisés au niveau de 
la membrane du RS.  
II.3.2.2  Les canaux TRPP2 : mécanosensibles, ROC 
TRPP2 ou Polycystin-2 est codé par le gène PKD2 (Polycystic Kidney Disease) et a 
un poids moléculaire de 110 KDa (Figure 15). Il est localisé sur le cil primaire, une organelle 
impliquée dans les fonctions sensorielles, dans la membrane plasmique et sur la membrane du 
RS (Witzgall, 2005). L’altération de TRPP2 est responsable d’une maladie : la polykystose 
rénale dominante autosomique, et entraîne des malformations vasculaires intracrâniennes 
pouvant conduire à l’accident vasculaire cérébral (Qian et al., 2003). 
 
 
Figure 15 : Structure de TRPP2 - 6 domaines transmembranaires (DTM), pore formé entre les DTM5 et 6, extrémités 
C-terminale (COOH) et N-terminale (NH2) situées dans le cytoplasme, et ses possibles interactions avec d'autres 
protéines impliquées dans la signalisation calcique (source : Witzgall, 2007) 
   
TRPP2 peut être associé à PKD1 (Polycystine-1) pour former un complexe récepteur 
canal (Delmas et al., 2004a ; Hanaoka et al., 2000). Les deux protéines se localisent dans les 
cils primaires de cellules épithéliales rénales, où ils sont impliqués dans la transduction de 
signaux mécanosensibles (Pazour et al, 2002; Yoder et al, 2002; Nauli et al, 2003). TRPP2 a 
également été situé à deux autres endroits, la membrane plasmique et le RS. La constatation 
que TRPP2 est conservé dans la plupart des systèmes cellulaires, a soutenu l'idée que TRPP2 
pourrait fonctionner comme un canal réticulaire de libération du Ca²
+
 (Koulen et al, 2002). 
TRPP2 peut agir comme un canal calcique, ce qui amplifie les augmentations de 
calcium transitoires initiées par l’IP3 (Koulen et al., 2002 ; Wegierski et al., 2009) ou par les 
RYR (Anyatonwu et al., 2007). Une suggestion peut être émise quant au rôle de TRPP2 dans 
le CICR, en association avec les RYR et les IP3R (Figure 16). 
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Il fonctionne également en complexe protéique avec d'autres membres de la 
superfamille des canaux TRP (TRPC1, TRPV4) et agit comme un canal calcique (Figure 16).  
 
 
Figure 16 : Schéma récapitulatif du rôle de TRPP2 dans la signalisation calcique (Adapté de Giamarchi et al., 2006) 
 
II.3.3  Les canaux sensibles à la pression : PIEZO 
Récemment, Coste et al. (2010) ont étudié les mécanorécepteurs, canaux capables de 
convertir un signal mécanique en signal électrique. Dans des cellules de la lignée Neuro2A, 
des canaux ioniques sensibles à la pression ont été découverts et l’étude parallèle des gènes 
exprimés dans ces cellules a conduit à l’identification de deux protéines Piezo1 et Piezo2 
codées respectivement par les gènes fam38A et fam38B.  
Ces deux protéines ont ainsi été décrites comme des canaux cationiques sensibles à 
une stimulation mécanique et exprimés à la membrane des neuroblastes Neuro2A où leur 
activation induit un courant cationique entrant dans la cellule. Au contraire, l’inhibition de 
l’expression de Piezo1 et Piezo2 dans les cellules Neuro2A supprime une grande partie du 
courant activé par l’application d’une pression sur la membrane plasmique (le courant 
résiduel est dû au canal TRPA1). 
D’un point de vue phylogénétique, il a été montré que Piezo1 et Piezo2 sont très 
proches des canaux mécanosensibles comme les canaux TRP (Figure 17). Sur le plan 
moléculaire, l’étude de la structure des protéines Piezo1 et Piezo2 a mené à la description de 
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39 domaines transmembranaires chez la souris, ce qui leur confère une grande particularité 
par rapport aux autres canaux mécanosensibles déjà connus (Figure 17). 
 
 
Figure 17 : Arbre phylogénétique des canaux mécanosensibles et structure de Piezo (Source : Xiao et Xu, 2010) 
 
L’étude par PCR quantitative a montré que l’expression des ARNm de Piezo1 et 
Piezo2 est quasiment ubiquitaire mais particulièrement élevée dans des tissus fortement 
vascularisés tels que la vessie, les poumons, la peau, le rein, où la pression sanguine est un 
paramètre essentiel et donc très finement régulé (Figure 18). La présence, en quantité plus 
réduite, d’ARNm de Piezo1 et Piezo2 dans des extraits de cerveau entier nous a ainsi menés à 
l’hypothèse que Piezo1 et Piezo2 pouvaient être exprimés dans les artères cérébrales piales et 
intra parenchymateuses. 
En effet, le cerveau est un organe très vascularisé qui nécessite une adaptation rapide à 
un changement de pression au niveau du réseau artériel. C’est pourquoi, il est possible que 
Piezo soit impliqué dans cette régulation. 
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Figure 18 : Expression des ARNm de Piezo1 et Piezo2 dans différents organes - Expression normalisée par rapport au 
GAPDH (Glycéraldéhyde-3-phosphate dehydrogenase) - DRG : Ganglions de la racine dorsale (Dorsal Root Ganglia) 
- (Source : Coste et al., 2010) 
 
L’augmentation de [Ca²+]i se fait donc par l’intermédiaire de plusieurs canaux 
calciques. Cependant, la [Ca2+]i est très rapidement cytotoxique à des molarités élevées. Il 
faut donc que la CMLV diminue rapidement ce taux après la contraction. De même qu’il 
existe des voies de signalisation qui permettent l’augmentation de Ca²+ dans le cytosol, il 
existe des mécanismes qui permettent la diminution de Ca²
+
 dans les CMLV. 
 
II.4 Les mécanismes de diminution du calcium dans les CMLV 
La diminution de Ca²
+
 dans les CMLV a lieu, soit par l’extrusion du Ca²+ 
intracellulaire à l’extérieur de la cellule via des pompes situées à la membrane plasmique, les 
PMCA, qui sont des pompes Ca²
+
-ATPase, et les échangeurs Na
+
/Ca²
+
 (NCX), soit par la 
recapture du calcium vers le réticulum sarcoplasmique (RS) principalement via des pompes 
Ca²
+
-ATPases du RS (SERCA). 
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II.4.1 Les pompes SERCA 
Les SERCA sont des pompes Ca²
+
-ATPase situées sur la membrane du RS. Elles sont 
codées par une famille de trois gènes SERCA1, 2 et 3 donnant naissance, après épissage 
alternatif, à six isoformes différemment localisées et exprimées selon les tissus et le stade du 
développement. SERCA est une protéine de 110 kDa comprenant entre 994 et 1043 acides 
aminés. Elle a une structure asymétrique et comprend 3 domaines : un domaine 
cytoplasmique qui représente environ 70% de la molécule, un domaine transmembranaire 
avec 10 hélices qui possèdent des sites de fixation au calcium et qui forment un canal 
permettant la translocation du Ca²
+
 du cytoplasme vers la lumière du réticulum, et un domaine 
se situant au niveau de la lumière du réticulum qui représente 3% de la molécule.  
Le gène SERCA1 code deux isoformes exprimées différemment selon le type 
cellulaire. SERCA1a est exprimée dans les fibres musculaires rapides chez l’adulte alors que 
la forme SERCA1b est exprimée chez le nouveau-né. Le gène SERCA2 code lui aussi pour 
deux transcrits codés par épissage et qui sont exprimés de façon spécifique en fonction du 
tissu. La forme SERCA2a est plus ubiquitaire. La forme SERCA3 quant à elle est exprimée 
dans des types cellulaires particuliers comme les cellules endothéliales, certaines cellules 
épithéliales et les plaquettes. Toutes les SERCA partagent les mêmes propriétés générales : 
elles permettent l’influx de deux ions Ca²+ dans le RS par l’hydrolyse d’une molécule d’ATP 
et permettent également la sortie de K
+
 et l’entrée de H+ dans le RS. Une fois les molécules de 
Ca²
+
 entrées dans le RS, elles sont prises en charge par d’autres molécules hydrophiles : la 
calréticuline et la calséquestrine (Figure 19). Ces deux protéines ont un rôle de tampon et 
permettent au RS de stocker jusqu’à 15 mM de Ca²+. Cependant, les isoformes de SERCA 
diffèrent principalement par leur affinité au Ca²
+
 (2b>2a=1>>3) (Lytton et al., 1992 ; Lompré, 
1999). 
Les SERCA2a et 2b sont exprimées plus particulièrement dans les CMLV. Ces 
isoformes, ainsi que la forme SERCA1, sont inhibées quand elles sont liées à une protéine, le 
phospholamban (PLB).  
 
II.4.2 Le phospholamban 
Le phospholamban (PLB) est une protéine de 52 acides aminés qui possède deux 
domaines. Elle se présente sous forme d’homopentamère de 6 kDa. Cette protéine peut être 
phosphorylée par différentes protéines kinases (PKA, PKC, PKG et CaMKII). Dans son état 
déphosphorylé, elle a une forte affinité pour les SERCA et sa liaison va provoquer une baisse 
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de l’entrée de calcium dans le réticulum. Une fois phosphorylée elle va perdre son affinité 
avec les SERCA et le transport du calcium va être accéléré (MacLennan et al., 2000). La 
phosphorylation du PLB est un facteur important de la vasorelaxation. Beaucoup de 
vasorelaxants utilisent cette voie de phosphorylation après augmentation de l’AMPc ou du 
GMPc intracellulaire. Des études suggèrent que le GMPc est plus efficace pour faire baisser le 
calcium intracellulaire que l’AMPc au niveau des CML, ce qui peut être expliqué par une plus 
forte abondance des PKG dans ce type cellulaire, mais aussi par le fait que la PKG va avoir 
d’autres cibles que le PLB. Le taux d’AMPc de la CML peut être augmenté par activation 
d’une adénylyl cyclase ou par inhibition de l’activité d’une phosphodiesterase (PDE) ou les 
deux. Le GMPc est lui produit par action d’une guanylate cyclase (GC) soluble et va 
également être dégradé par les PDE (Figure 19). L’activation de la GC est due à une hausse 
de monoxyde d’azote (NO) dans la cellule, qui peut être d’origine intra ou extracellulaire 
(Lytton et al., 1992 ; Lompré, 1999).  
 
 
 
Figure 19 : Représentation de l'action du phospholamban (PLB) sur les SERCA. A l'état non phosphorylé, PLB se fixe 
sur les SERCA pour inhiber leur activité, et à l'état phosphorylé, PLB se dissocie de SERCA et ainsi permet son 
activation – GTP : Guanosine Triphosphate ; GC : Guanylate Cyclase ; GMPc : Guanosine Monophosphate Cyclase ; 
AMPc : Adénosine Monophosphate Cyclase ; AC : Adénylate Cyclase ; ATP : Adénosine Triphosphate ; PKG : 
Protéine Kinase G ; PKA :Protéine Kinase A ; SERCA : Sarco Endoplasmic Reticulum Ca²+ ATPase 
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II.4.3 Les pompes à la membrane plasmique des CMLV 
II.4.3.1 Les pompes PMCA 
Les pompes PMCA sont des pompes Ca²
+
-ATPases et sont situées sur la membrane 
plasmique des CMLV. Elles sont codées par une famille de 4 gènes : PMCA1 à 4. La 
distribution des isoformes est ubiquitaire. PMCA1 est le plus exprimé dans les CML. La taille 
de la molécule est de 125 à 140 kDa. La séquence comporte environ 1200 acides aminés et 
10 segments transmembranaires qui ont été identifiés. Les segments M4, M6 et M8 portent 
des sites de fixation pour le calcium. 80% de la protéine sont cytosoliques. Il y a 2 boucles 
intracellulaires importantes. La partie C-terminale est très longue et comporte les sites de 
régulation les plus importants avec en particulier un site de fixation pour la calmoduline. C’est 
un domaine d’auto-inhibition. Dans des conditions où la concentration en calcium 
intracellulaire est faible, la calmoduline n’est pas fixée et l’ATPase est inactive. 
Les dernières études montrent que la fonction des pompes Ca²
+
-ATPases de la 
membrane plasmique ne se résume pas seulement à maintenir l’homéostasie calcique. Ces 
protéines ont un rôle plus dynamique dans la signalisation calcique, elles contribuent à la 
forme du signal et également à la régulation du pH intracellulaire. Ces pompes réalisent 
l’hydrolyse d’une molécule d’ATP par cycle pour extruder un ion Ca²+ à l’extérieur de la 
cellule en échange de deux protons H
+
 (Szewczyk et al., 2007). 
II.4.3.2 Les échangeurs Na+/Ca²+ (NCX) 
Les NCX sont distribués de manière organisée dans les membranes plasmiques des 
CMLV, où la densité de leur distribution est variable. Leur expression est faible voire nulle 
dans les petits vaisseaux et plus abondante dans les CML des grosses artères (Kwan, 1982). 
Les NCX sont conduits par le gradient Na
+
 transmembranaire et sont soutenus par un gradient 
électrochimique, créant ainsi l’énergie nécessaire à l’extrusion du Ca²+. Ils permettent 
l’extrusion d’une molécule de Ca2+ à l’extérieur de la cellule en échange de trois molécules de 
Na
+
. Cet antiport a une faible affinité pour le Ca²
+
 mais une grande capacité de transport. 
Dans certaines conditions, l’échangeur Na+/Ca2+ permet l’influx de Ca2+ (Juhaszova et al., 
1996). L’importance physiologique de cette pompe est peu claire et elle serait surtout 
importante dans le cas où la concentration de Ca²
+
 cytoplasmique serait supérieure à 1 µM, 
immédiatement après une contraction de la CMLV. 
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II.5 Les pompes et canaux impliqués dans la recharge du RS 
 
II.5.1 Les SERCA (Voir paragraphe II.4.1) 
 
II.5.2 Le couple STIM/ORAI 
STIM (Stromal Interacting Molecule) est un nouveau régulateur de l’homéostasie 
calcique (Liou et al., 2005 ; Roos et al., 2005). STIM est localisé dans la membrane du RS où 
il sert de capteur de Ca
2+
 (Dziadek et Johnstone, 2007). Lors de la déplétion des stocks 
calciques, STIM se rapproche de la membrane plasmique et active des canaux de remplissage 
(Liou et al., 2005 ; Roos et al., 2005 ; Cahalan, 2009). Un grand nombre de preuves montre 
que la coopération de STIM avec une protéine de la membrane plasmique, ORAI, est cruciale 
pour le bon fonctionnement du remplissage des réserves calciques (Figure 20) (Prakriya et al., 
2006 ; Yeromin et al., 2006 ; Soboloff et al., 2006 ; Peinelt et al., 2006 ; Zhang et al., 2006 ; 
Liao et al., 2008). L’idée prépondérante de leur fonctionnement est en faveur d’un couplage 
entre la membrane plasmique et le RS par des interactions protéiques (Berridge, 1995 ; 
Patterson et al., 1999). La fonction des protéines STIM et ORAI, récemment découvertes, 
conforte cette prédiction (Deng et al., 2009 ; Skibinska-Kijek et al., 2009).  
Chez les mammifères, STIM1 a un homologue proche, STIM2 (Williams et al., 2001 ; 
Soboloff et al., 2006). Les deux protéines sont similaires en ce qui concerne leur séquence 
d'acides aminés, leur structure secondaire et l'organisation de leurs différents domaines. Ils 
divergent de manière significative seulement dans le domaine C-terminal. STIM1 est exprimé 
dans l'urgence et à la surface de la cellule, alors que STIM2 ne s'exprime que dans le RS 
(Soboloff et al., 2006b ; Dziadek et Johnstone, 2007).  
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Figure 20 : Activation de STIM/ORAI. STIM oblige les canaux ORAI à se regrouper dans la membrane plasmique 
adjacente pour former un canal activé (Source : Cahalan, 2009) 
 
 
II.5.3 Protéines à la membrane du RS 
Récemment, une protéine a été identifiée : SARAF et dont le rôle est de prévenir 
l’excès de calcium dans le RS. SARAF est située sur la membrane du RS et agit comme un 
régulateur négatif des entrées de calcium couplées à la vidange du stock calcique (SOCE 
(Store Operated calcium entry) (Palty et al., 2012). A l’inverse, les canaux TRIC (TRIC-A et 
TRIC-B) présents à la surface du RS ont été décrits pour contribuer au maintien de la pression 
artérielle via la régulation de la libération de calcium dépendante des stocks (RS) (Yamazaki 
et al., 2011). 
 
De nombreuses perturbations dans l’homéostasie calcique sont observées chez les 
patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Bojarski et al., 2008) et d’autres pathologies 
neurodégénératives (Wojda et al., 2008), ainsi qu’au cours du vieillissement (Puzianowska-
Kuznicka et Kuznicki, 2009). Les différents canaux et régulateurs présentés ci-dessus, sont 
considérés comme des éléments importants de la signalisation et de l’homéostasie calcique. 
En effet, des altérations d’activité concernant les SOC ont été observées dans la maladie 
d’Alzheimer (Bojarski et al., 2008). Cependant, il n’existe aujourd’hui aucune donnée sur 
l’évolution de l’expression des canaux impliqués dans la signalisation calcique au cours du 
vieillissement artériel. 
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Chapitre III                                                                 
Le vieillissement vasculaire cérébral    
  
 
III.1  Généralités sur le vieillissement :  
 « Fait de devenir vieux, ensemble des phénomènes qui marquent l’évolution d’un 
organisme vivant vers la mort. Affaiblissement naturel des facultés physiques et psychiques dû 
à l’âge. » (Larousse) 
De nombreux scientifiques et médecins définissent le vieillissement comme la perte 
d'une cellule, d’un organe, d’une fonction qui se poursuit jusqu'à son échec et sa mort. Mais à 
partir de quel moment le vieillissement commence-t-il réellement ? Chez l'homme, la plupart 
des fonctions physiologiques telles que l'audition, la vue, le goût, la capacité pulmonaire, 
l'agilité, la mémoire, la réponse immunitaire, atteignent leur capacité maximale entre l’âge de 
11 et 20 ans. Après cet âge, on observe un lent déclin de la plupart des fonctions 
physiologiques et c’est là que le processus de vieillissement commence (Bafitis et Sargent, 
1977). Cependant, les effets du vieillissement sont différents pour chaque cellule, organe ou 
organisme en raison de la génétique et de l'environnement extérieur (facteurs épigénétiques). 
Bien entendu, il existe des disparités importantes entre les individus et la plupart d'entre nous 
n'atteindra pas la durée de vie maximale qui était d'environ 120 ans à la fin du XXème siècle 
(Cutler et Mattson, 2006 ; Hadley et al., 2005). Néanmoins, l'espérance de vie augmente de 
plus en plus, en grande partie grâce aux progrès médicaux et à l'amélioration des conditions 
de vie socio-économiques. Ainsi, le nombre de centenaires en France est passé de 3000 en 
1990 à 6000 en l'an 2000. D'autre part, selon certaines estimations, en 2040 le pourcentage de 
personnes âgées de plus de 65 ans sera d'environ 25 % alors qu'il est actuellement de 16.8 % 
(Tableau 3). 
 
Chapitre III : Vieillissement vasculaire Contexte scientifique 
 
Carole Georgeon-Chartier – vieillissement vasculaire cérébral - 2012 
 
   58 
 
Tableau 3 : Evolution de la population totale par groupe d'âges (Source : Insee, estimations de la population en 
France) 
 
Au vu du vieillissement de la population, de nombreuses pathologies ne cessent 
d’augmenter. La plus grande partie d’entre elles correspond à des maladies non transmissibles 
comme les pathologies vasculaires, le cancer et le diabète. On s'attend aussi à ce que le 
vieillissement de la population aggrave l'ampleur des démences liées à l’âge, telles que la 
maladie d’Alzheimer (MA). 
Des études cliniques du vieillissement chez l’homme indiquent clairement que l’une 
des fonctions les plus touchées est le système vasculaire (Figure 21). En effet, des pathologies 
vasculaires comme l'hypertension artérielle et l'athérosclérose apparaissent avec l’âge (Najjar 
et al., 2005). 
 
 
Figure 21 : Evolution des pathologies affectant la population américaine en fonction des groupes d'âge (Etude 
conduite sur 100 000 personnes de 2002 à 2003 (Review Health, United States, 
 http://www.cdc.gov/nchs/data/hus/hus05.pdf Health United States, Figs.  20) 
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III.2 Le vieillissement : facteur de risque des maladies cardiovasculaires  
Les maladies cardiovasculaires (MCV) demeurent la principale cause de mortalité 
selon les estimations de l'Organisation Mondiale de la Santé. Elles sont sur le point de devenir 
aussi, dans la prochaine décennie, la cause majeure de mortalité dans les pays en 
développement. Des études épidémiologiques ont montré sans équivoque que l'âge est le 
facteur de risque dominant pour les maladies cardiovasculaires. En effet, l'incidence et la 
prévalence de l'hypertension, des maladies coronariennes, de l'insuffisance cardiaque 
congestive et de l’accident vasculaire cérébral (AVC) sont toutes en très forte augmentation 
avec l’âge (Najjar et al., 2005). Cependant, la plupart des recherches se sont axées sur les 
facteurs de risque des maladies cardiovasculaires (par exemple, l'hypertension, 
l'hypercholestérolémie, etc), alors que peu d'attention a été consacrée au vieillissement. L'âge 
a généralement été considéré comme un évènement chronologique et non modifiable, par 
conséquent, inévitable ou impossible à traiter, c’est pourquoi il n’a jamais été considéré 
comme un facteur de risque. Le vieillissement et l’altération vasculaire semblent être liés. De 
ce fait, des recherches approfondies sont nécessaires pour identifier les molécules qui sont 
impliquées dans les changements induits par l'âge et pour élucider les mécanismes de ces 
changements. La connaissance des mécanismes moléculaires impliqués dans la physiologie 
vasculaire et le vieillissement devrait aider à comprendre ces changements et potentiellement 
développer des stratégies pour diminuer les effets du vieillissement sur le système vasculaire, 
de préserver la qualité de vie, et d'alléger les maladies cardiovasculaires dans une population 
plus âgée. 
 
III.3 Vieillissement et pathologies  vasculaires cérébrales 
III.3.1 L’Accident Vasculaire Cérébrale : AVC 
Le cerveau est la cible principale des effets délétères de l’hypertension (Dahlof, 2007). 
L’hypertension est l’un des nombreux facteurs de risque des AVC qui  est la principale cause 
de déclin cognitif et de démence (Dahlof, 2007). Il existe une corrélation entre la pression 
sanguine et la mortalité due aux AVC. Les patients traités pour l’hypertension augmentent de 
2% leur risque de mourir d’un AVC (Palmer et al., 1992). Avec le temps, la pression 
anormale exercée par le sang sur la paroi des vaisseaux sanguins peut provoquer leur rupture.  
L’AVC provoque une réduction de l’apport sanguin au niveau d’une partie du cerveau. 
Le cerveau est donc partiellement privé d'oxygène et de glucose. Il est causé par un infarctus 
ou une hémorragie au niveau du cerveau. C’est un évènement qui arrive de manière soudaine 
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et brutale, ses causes étant de nature interne. Il existe deux types d’AVC : ischémique ou 
hémorragique. Les AVC ischémiques sont associés au vieillissement contrairement aux AVC 
hémorragiques. Dans les pays occidentaux, un individu sur 600 est atteint d'un AVC chaque 
année (120 000 en France). 80% d'entre eux sont des ischémies et 20% des hémorragies. Les 
AVC ischémiques sont dus à l’occlusion d'une artère cérébrale ou à destination cérébrale 
(comme les carotides ou artères vertébrales). Le mécanisme de cette occlusion est le plus 
souvent dû soit à un athérome obstructif, soit à un caillot. Cependant d'autres causes peuvent 
exister : déchirure de la paroi de l'artère ou compression par une tumeur. 
Les AVC hémorragiques sont causés par la rupture d'un vaisseau sanguin, souvent 
endommagé, ou en mauvais état et soumis à une pression sanguine excessive (anévrisme ou 
hypertension).  
L’athérosclérose, c'est-à-dire la formation de plaque lipidique dans la paroi des 
vaisseaux, est aussi une des causes de survenue des AVC (Leys et al., 2005). Comme les 
artères périphériques, les artères cérébrales sont affectées par l’athérosclérose, provoquant 
l’obstruction de la lumière de l’artère par des dépôts graisseux, et favorisant l’apparition de 
thromboses (Casserly and Topol, 2004 ; Kalback et al., 2004 ; Roher et al., 2004). Ces lésions 
macro-vasculaires perturbent la régulation du flux sanguin cérébral et initient l’apparition de 
micro-infarctus et d’hémorragies cérébrales. 30% des AVC sont dus à l’athérosclérose et 30% 
supplémentaires sont associés à des facteurs de risque d’athérosclérose, comme le tabac et 
l'alcool qui sont des facteurs particulièrement fragilisant pour les vaisseaux sanguins. 
La compréhension actuelle des mécanismes des AVC suggère que, malgré l'âge, les 
processus sous-jacents biochimiques et histopathologiques des évènements comprennent 
l'épuisement rapide des acides aminés, des concentrations élevées de Ca²
+
 intracellulaires et la 
production de radicaux libres oxygénés (Schaller, 2004 ; Schaller et Graf, 2004 ;  Schaller, 
2005 ; Scott, 2004).  
 
III.3.2 Les démences vasculaires 
L’hypertension est également un facteur de risque puissant des maladies 
neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer (Kelley et Petersen, 2007).  
Les maladies neurodégénératives touchent environ 1 personne de plus de 60 ans sur 20 
et 1 personne de plus de 85 ans sur 5. Ces pathologies se caractérisent par une altération des 
facultés mentales. Il s'agit essentiellement de la MA, qui se caractérise par une 
dégénérescence de neurones associée à des troubles de la mémoire, du raisonnement, du 
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langage, et une difficulté d'orientation dans le temps et dans l'espace. Parmi les maladies 
neurodégénératives, on compte aussi les démences vasculaires liées à l’âge qui interviennent 
généralement après plusieurs AVC. Elles représentent la seconde cause de démence après la 
MA, soit 15 à 30% des cas de démences. La plupart des facteurs de risque de la MA sont 
également des facteurs de risque des démences vasculaires (de la Torre, 1997 ; Breteler et al., 
1998 ; Wallin, 1998 ; Kalaria and Ballard, 1999 ; Skoog et al., 1999 ; Aguero-Torres and 
Winblad, 2000). Ceci suggère que ces deux pathologies neurodégénératives ont des origines 
physiopathologiques provenant d’une source commune. De façon intéressante les lésions 
vasculaires semblent potentialiser le déclin cognitif. Ainsi, un patient présentant une altération 
vasculaire cérébrale en plus des lésions neuronales aura un déclin cognitif plus important 
qu’un patient sans lésions cérébrovasculaires (Zekry et al., 2002 ; Zekry et al., 2003). Ceci 
prouve que les facteurs critiques, comme l’AVC, impliqués dans le développement des 
démences vasculaires contribueraient également à la physiopathologie de la MA. En effet, les 
insuffisances vasculaires cérébrales constituent le premier facteur de survenue de démence 
d'origine vasculaire (Herbert et Brayne, 1995 ; Amar et Wilcock, 1996).  
 
III.4 Vieillissement et déclin cognitif : couplage neuro-vasculaire :  
Au cours du vieillissement, il y a une altération vasculaire cérébrale qui contribue à la 
diminution de la perfusion cérébrale que l’on appelle hypoperfusion. Cette hypoperfusion 
peut provoquer la diminution de l’activité neuronale et à long terme la neurodégénérescence 
(Crawford, 1998 ; Cada et al., 2000 ; Ajmani et al., 2000). De plus De Jong et al. (1997) ont 
mis en évidence de façon expérimentale que l’hypoperfusion induite par l’occlusion de la 
carotide de rat pouvait provoquer une diminution de l'activité cérébrale, des dommages neuro-
métaboliques et des modifications du comportement, comme des déficits de la mémoire 
spatiale (Cada et al., 2000). Le débit sanguin cérébral, appelé aussi CBF, en réponse à une 
demande neuronale produite par des stimulations électriques (Sorond et al., 2008) ou visuelles 
(Niehaus et al., 2001; Ances et al., 2010), diminue avec l'âge en diminuant la réactivité des 
vaisseaux (Weinsaft et Edelberg, 2001 ; Gatto et al., 2007). 
Le cerveau humain étant le plus gros consommateur d’énergie et d’oxygène, si 
l’apport d’oxygène et de glucose est diminué dans une région cérébrale, on constate une perte 
voire une mort neuronale et astrocytaire dans les régions concernées. A long terme, les 
neurones finiraient par dégénérer compromettant les fonctions cognitives (Farkas et Luiten, 
2001). Ce phénomène se produit dans des troubles vasculaires cérébraux tels que l'AVC. Des 
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mécanismes de défense assurent au cerveau une perfusion maintenue. L’un d’entre eux 
permet la répartition du CBF en fonction de l'activité des régions du cerveau, de sorte que 
lorsque l'activité d'une région du cerveau augmente, le débit dans cette région augmente 
également. Un nombre croissant de preuves indique que les neurones, les cellules gliales et les 
vaisseaux sanguins cérébraux, agissent comme une unité intégrée que l’on appelle unité 
neuro-vasculaire (Figure 22). Les modifications de ces interactions cellulaires peuvent amener 
à un débit insuffisant pour des régions actives du cerveau et peuvent conduire à un 
dysfonctionnement cérébrals (Iadecola, 2004).  
 
 
Figure 22 : Unité neuro-vasculaire (Source : Iadecola, 2004) 
 
Les neurotransmetteurs, en particulier, le glutamate, jouent un rôle majeur dans la 
régulation du CBF. Une grande partie de ce contrôle se fait via les astrocytes. La signalisation 
induite par le glutamate conduit à la libération d'oxyde nitrique (NO) à partir de neurones et 
de dérivés de l'acide arachidonique à partir des astrocytes. Ces molécules peuvent augmenter 
ou diminuer le débit sanguin, en fonction de la concentration locale d’O2.  
La libération de glutamate au niveau de la synapse active les récepteurs NMDA (N-
méthyl-aspartate), ce qui provoque une entrée de Ca²
+
 dans les neurones et l'activation de 
l’oxyde nitrique synthase neuronale (nNOS), qui libère du NO, ce qui dilate les vaisseaux 
(Busija et al., 2007). Dans le cortex, l'inhibition de la nNOS réduit l'augmentation du flux 
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sanguin qui est associé à l’activité neuronale, suggérant un rôle du NO dans le couplage 
neuro-vasculaire (Meng et al., 1996). Cependant, la réponse est restaurée par l'addition de 
donneurs de NO, ce qui fournit une concentration constante de NO. Cela indique bien que la 
présence de NO est nécessaire dans la voie de signalisation neurone-vaisseaux en réponse à 
l’activité neuronale (Lindauer et al., 1999).  
Les astrocytes sont aussi impliqués dans l’unité neuro-vasculaire. Les pieds 
astrocytaires viennent envelopper les vaisseaux sanguins et peuvent envoyer des messages 
aux CML qui contrôlent le diamètre des vaisseaux sanguins. Les astrocytes peuvent 
augmenter le CBF, en réponse à une activité neuronale, en libérant des ions K
+
 depuis les 
pieds astrocytaires vers les artérioles, car en effet, une augmentation de concentration 
potassique (supérieure à 10 mM) provoque une hyperpolarisation de la CML. Cette 
hyperpolarisation réduit l’influx de Ca²+ à travers les canaux calciques dépendants du voltage 
(Knot et al., 1996). Cependant l’augmentation de K+ seule ne contribue pas de manière 
significative à la vasodilatation. Les astrocytes peuvent contrôler le CBF via la production et 
la libération de métabolites issus de l’acide arachidonique (AA). Quand les neurones libèrent 
du glutamate, cela active les récepteurs au glutamate (mGluR) au niveau des astrocytes et 
provoque une augmentation de calcium intracellulaire qui active la phospholipase A2 (PLA2), 
issue de la production d’AA dans les phospholipides membranaires. Les prostaglandines, plus 
particulièrement les PGE2, sont également des métabolites de l’AA et sont impliquées dans 
les phénomènes de vasodilatation (Figure 23). Les PGE2 peuvent relaxer les CML en se 
fixant sur leurs récepteurs, plus précisément l’EP4 (Davis et al., 2004), ce qui provoque une 
augmentation de l’activité de la protéine kinase A (PKA), qui conduit ensuite à une 
diminution de la phosphorylation de la chaîne légère de la myosine impliquée dans les 
phénomènes de contraction (Takata et al., 2009).  
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Figure 23 : Rôle des astrocytes et des neurones dans l’unité neuro-vasculaire. Mécanismes sous-jacents impliqués dans 
la régulation du tonus vasculaire (source : Attwell et al., 2010) 
 
Les changements physiologiques associés au vieillissement mènent à des pertes 
cognitives. Les mécanismes sous-jacents sont encore mal compris et notre objectif est donc de 
mieux comprendre comment le vieillissement agit sur le système vasculaire cérébral.  
De nombreuses études ont démontré des dégradations de la structure et du 
fonctionnement cérébral suite au vieillissement (Marin, 1995). Ces dégradations se produisent 
simultanément après une diminution du CBF et sont présentes dans les maladies 
neurodégénératives telle que la MA (de la Torre, 2000 ; Girouard et Iadecola, 2006). 
 
III.5 Vieillissement vasculaire 
III.5.1 Modifications structurelles 
Un certain nombre de changements de structure associés à l'âge se produisent dans le 
système artériel, y compris une augmentation de diamètre et un épaississement de la paroi 
artérielle (Lakatta et al., 2009). Des études échocardiographiques montrent que la racine de 
l'aorte se dilate légèrement avec l'âge (Gerstenblith et al., 1977). Les rapports d'autopsie 
publiés dès 1910 décrivaient que  l'âge était associé à l’épaississement aortique.  
Les études transversales utilisant l'imagerie par ultrasons ont démontré que la couche 
intima-média de l’artère carotidienne s'épaississait presque trois fois entre 20 et 90 ans chez 
les personnes apparemment en bonne santé (Nagai et al., 1998). Ces deux structures semblant 
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être touchées par le vieillissement, des équipes se sont intéressées aux modifications 
structurelles de l’intima et de la média. En effet, la fonction de l'intima qui agit comme une 
barrière pour les protéines plasmatiques est diminuée. Ainsi ces protéines vont pouvoir 
traverser et passer dans la couche des CML et participer à l'épaississement de la paroi 
artérielle (Li et al., 1997 ; Fleg et Strait, 2011). Cette barrière est appelée la barrière hémato-
encéphalique (BHE).  
 
Il a également été observé des altérations dans le contenu et l'intégrité des protéines de 
la matrice structurelle de la média qui sont impliquées dans la rigidification artérielle. Un 
dépôt exagéré de collagène (Wang et al., 2003) et une teneur en élastine diminuée au cours du 
vieillissement artériel ont été observés (Safar, 2005 ; Yildiz, 2007, Sawabe, 2010 ; Fleg et 
Strait, 2011). 
Les voies de transduction et de communication entre l’intima et la média peuvent aussi 
être modifiées. Ces dysfonctionnements semblent se produire et progresser avec l'âge. 
 
III.5.2 Modifications moléculaires 
Les cellules endothéliales jouent un rôle essentiel dans la régulation de plusieurs 
propriétés artérielles, comme la perméabilité vasculaire, l’angiogenèse, la réponse à 
l'inflammation et le tonus vasculaire. Les substances dérivées de l’endothélium (par exemple 
le NO) et l'endothéline-1 sont déterminants pour la souplesse artérielle (Wilkinson et al., 
2004) ce qui suggère que les cellules endothéliales peuvent également moduler le tonus 
myogénique. La biodisponibilité du NO est diminuée au cours du vieillissement, alors que 
l'activité de la NAD (P) H oxydase et la production d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) 
sont augmentées, (Cernadas et al., 1998 ; Hamilton et al., 2001) ce qui peut conduire à la 
peroxydation des lipides et à des modifications oxydatives de protéines.  
 
Dans les vaisseaux sains, l'endothélium est la principale source de NO par l'activité 
eNOS (endothelium Nitric Oxid Synthase), qui sert à maintenir le tonus vasculaire (Kubes et 
al., 1991). L'activation de la guanylate cyclase soluble, par la diffusion du NO dans les 
CMLV, produit le second messager GMPc, qui active la voie de transduction principale 
responsable de la vasorelaxation eNOS-dépendante. Le GMP cyclique agit directement ou 
indirectement, via l'activation de la protéine kinase GMPc-dépendante (PKG), sur plusieurs 
protéines effectrices à un niveau de calcium intracellulaire bas (Marin et Rodriguez-Martinez, 
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1999 ; Lincoln et al., 2001). Ces protéines effectrices comprennent les IP3R, le 
phospholamban situé sur la membrane du RS, les canaux calciques voltage dépendants de 
type L entre autres (Trebak et al., 2010).  
Le contrôle du flux sanguin et de la pression artérielle est fortement influencé par le 
tonus vasculaire qui définit des évènements vasoconstricteurs et vasodilatateurs (Barton, 
2010). Le tonus vasculaire peut être régulé soit par des substances modulant directement les 
cellules musculaires lisses, soit par des modulations indirectes de l’endothélium, qui libère 
des molécules bioactives qui diffusent vers les CML. Le vieillissement altère la contribution 
de ces facteurs dans la réponse vasculaire en diminuant généralement la relaxation via 
l’endothélium et en augmentant ou en diminuant la réponse contractile à différents agonistes 
(Marin et Rodriguez-Martinez, 1999 ; Matz et al., 2000 ; Briones et al., 2005 ; Van Guilder et 
al., 2007).  
Il est important de savoir que les cellules musculaires lisses vasculaires sont 
caractérisées par une haute plasticité phénotypique, permettant d'assurer non seulement 
l'intégrité structurale de la paroi du vaisseau mais aussi d'assurer une régulation précise du 
tonus vasculaire et de la pression sanguine grâce à leur fonction contractile (Owens, 2007). 
Les changements qui ont pu être observés au cours du vieillissement sont des altérations de la 
structure des artères et de la fonction cardiovasculaire via l’augmentation des ROS (Ungvari 
et al., 2008). Ces modifications suggèrent une altération en aval de toute la machinerie 
responsable de la modulation de la signalisation calcique par des changements dans 
l'expression et/ou la fonction des protéines et métabolites conduisant à la contraction des 
myocytes vasculaires. 
 
III.6 Les souris SAM (Senescence Accelerated Mouse) 
Le vieillissement est un phénomène assez difficile et long à étudier, car les animaux 
doivent être menés à terme lors d’une étude. Cependant, il existe un modèle de vieillissement 
accéléré très utilisé. Depuis 1981, lorsque le premier article sur le développement de la souris 
SAM a été publié, de nombreuses études utilisant un modèle SAM ont été menées dans divers 
domaines du vieillissement (Takeda et al., 1981).  
En 1968, plusieurs laboratoires de recherche travaillaient avec des souris AKR/J. Tout 
en continuant l'accouplement entre frères et sœurs afin de maintenir cette souche consanguine, 
dans les années 1972-1973, les chercheurs ont pris conscience de la présence de certaines 
portées dans lesquelles la plupart des souris montrait une perte d'activité, une perte de poils 
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accompagnée d’un manque de brillance, des lésions péri-ophtalmiques et une mort précoce. 
De plus, des observations de retard de croissance, de malformations, d’infirmité des membres 
ou d'autres signes neurologiques tels que des tremblements et des convulsions ont pu être 
faites sur les générations suivantes. Ainsi en 1975, cinq portées de souris ont été choisies 
comme étant les ancêtres de la série de souris enclines à la sénescence (séries SAMP1 à 
SAMP5). Trois portées dans lesquelles le processus de vieillissement était normal ont été 
choisies comme ancêtres de la série résistante au vieillissement (série SAMR1 à SAMR3). 
L’arbre généalogique de la souris SAM (Figure 24) indique la façon dont chaque souche de 
SAM a été développée à partir de la souche originale AKR/J à travers les ancêtres de SAMP 
(P1 à P5) et SAMR (R1 à R3). 
 
 
Figure 24 : Arbre généalogique des souris SAMP et SAMR (source : Takeda, 2009) 
 
Des examens réalisés chez les souris SAM ont révélé divers phénotypes 
physiopathologiques qui sont assez caractéristiques et permettent de différencier les souches 
entre elles. Ces phénotypes comprennent des phénotypes neurobiologiques avec des déficits 
de l'apprentissage et de la mémoire, une atrophie du cerveau, des troubles émotionnels, des 
rythmes circadiens anormaux, des déficiences auditives (Takeda et al., 1997 ; Takeda, 1999). 
Des phénotypes pathobiologiques, pathologies liées à l’âge, ont aussi été observés dans le 
modèle SAM : l'ostéoporose, l'arthrose (maladie dégénérative des articulations), les 
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cataractes, l'hyper-inflammation des poumons, et la déficience auditive (Sugiyama et al., 
1987). Ces observations montrent la validité de la souris SAM en tant que modèle de 
recherche sur le vieillissement (Tableau 4).  
 
 
Tableau 4 : Caractéristiques des différentes souches de SAM (Source : Butterfield et Poon, 2005) – SAMP : 
Vieillissement accéléré et SAMR : Vieillissement normal 
 
Parmi les différentes souches, la SAMP8 apparaît être le meilleur modèle de souris 
présentant des déficits d’apprentissage et de mémoire, des désordres émotionnels tels que 
l’anxiété et une altération de la réponse immunitaire (Miyamoto et al., 1986 ; Takeda, 2009). 
Ainsi, la souris SAMP8 présente un phénotype neuropathologique et comportemental en lien 
avec le vieillissement, ce qui fait de cette souche un modèle particulièrement étudié pour 
comprendre le vieillissement neurologique chez l’homme. 
 
III.6.1 SAMP8 : modèle de démences liées à l’âge 
SAMP8 est l'une des souches de souris sujettes au vieillissement accéléré. Son 
espérance de vie est de 10 à 17 mois selon les conditions de vie microbiologiques dans 
lesquelles elles sont élevées. Elle est décrite comme un modèle de démence sénile (Flood et 
Morley, 1998 ; Butterfield et Poon, 2005). Ces animaux présentent des déficits 
d'apprentissage et de mémoire à un âge précoce. Des études antérieures ont révélé une 
réduction des quantités de neurotransmetteurs libérés dans le cerveau (Zhao et al., 1990 ; 
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Zhao et al., 1992), une baisse des taux de récepteurs muscariniques à l'acétylcholine, 
sérotoninergiques et NMDA (Kitamura et al., 1992 ; Nomura et al., 1997), une diminution de 
la protéine kinase C (Nomura et al., 1997 ; Armbrecht et al., 1999) et de la densité synaptique 
(Sugiyama et al., 1987). Les gènes liés à la maladie d'Alzheimer ont été trouvés dans le 
cerveau des souris SAMP8 (Wei et al., 1999). Ces changements peuvent contribuer à la baisse 
de la fonction cognitive chez les souris SAMP8. L'apprentissage et la mémoire chez la souris 
SAMP8 ont été évalués à l'aide de plusieurs tests comportementaux tels que le labyrinthe 
aquatique de Morris, le labyrinthe en T, le test d'évitement passif. Il a été montré grâce à ces 
tests une baisse évidente de la fonction cognitive dès l’âge de 2 mois, et de manière 
significative dès l’âge de 4 mois par rapport aux souris SAMR1 présentant un vieillissement 
normal (Miyamoto et al., 1986 ; Shimada et al., 1992 ; Yagi et al., 1998). Ces déficits 
augmentent avec l’âge et suggèrent la présence d’altérations dans la capacité d’acquisition. De 
plus, au cours du test de motivation spatiale avec récompense, les souris SAMP8 présentent 
des altérations de la mémoire de travail et de la mémoire de référence. Les mêmes déficits 
comportementaux chez les souris âgées contrôles avec vieillissement normal (SAMR1) 
suggèrent que les changements comportementaux des SAMP8 proviennent bien de leur 
vieillissement accéléré. Des examens post-mortem montrent enfin chez les souris SAMP8, 
que l’âge est corrélé à une augmentation de dépôts diffus de peptides β-amyloïde (Aβ) 
(Nomura et al., 1996 ; Morley et al., 2000), et à des déficits cholinergiques ainsi qu’à une 
augmentation de la perméabilité de la barrière hémato-encéphalique. Les phénotypes de ces 
modèles sont généralement associés à un stress oxydatif et à des dysfonctionnements 
métaboliques (Takeda, 2009). 
Les déficits observés chez ces souris à 12 mois sont levés par une injection d’anticorps 
anti-Aβ 24 heures avant l’apprentissage (Morley et al., 2000), ou par injections dans 
l’hippocampe 1 à 14 jours avant (Morley et al., 2000 ; Morley et al., 2002). De même, 
l’injection d’oligonucléotides anti-sens de la région centrale de l’Aβ améliorent les 
performances cognitives des souris SAMP8 (Kumar et al., 2000). Comme les plaques 
amyloïdes ne sont pas encore présentes à 12 mois dans le cerveau des souris SAMP8, ces 
résultats suggèrent que l’effet comportemental observé est dû au niveau élevé de peptide 
soluble (Kumar et al., 2000). 
De plus, un niveau élevé d'α-synucléine a également été trouvé dans le cerveau de 
souris SAMP8 (Alvarez-Garcia et al., 2006). L’α-synucléine est un puissant inducteur de 
l'hyperphosphorylation de la protéine tau impliquée dans les maladies neurodégénératives 
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comme la maladie d’Alzheimer (Frasier et al., 2005). Le stress oxydatif est connu pour être 
directement associé à une augmentation de la concentration en α-synucléine (Shendelman et 
al., 2004). C’est pourquoi la phosphorylation anormale de la protéine tau et l'augmentation du 
niveau de l’α-synucléine chez les souris SAMP8 peuvent être dues en partie à la production 
d'espèces réactives de l'oxygène (Alvarez-Garcia et al., 2006). En effet, le stress oxydatif est 
considéré comme un facteur clé du vieillissement et le développement de diverses maladies. 
Un niveau supérieur d'oxydation a été détecté dans divers organes des souris SAMP8 par 
rapport aux souris contrôles SAMR1. Il a été rapporté que le niveau de peroxydation des 
lipides augmentait avec l'âge et était plus élevé à un âge précoce dans le cerveau, le foie et le 
cœur des souris SAMP8 par rapport aux souris SAMR1 (Nomura et al., 1989 ; Butterfield et 
al., 1997 ; Okatani et al., 2002 ; Farr et al., 2003 ; Yasui et al., 2003). En revanche, les 
activités des enzymes antioxydantes telles que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et 
la glutathion peroxydase sont diminuées dans le cortex cérébral, l'hippocampe et le foie chez 
les souris SAMP8 (Sato et al., 1996 ; Kurokawa et al., 2001). Ces résultats suggèrent que le 
niveau de ROS est systématiquement augmenté dans SAMP8. Il a été rapporté que l’altération 
de la mémoire spatiale dans le labyrinthe aquatique de Morris est corrélée avec une quantité 
accrue de protéines carbonylées dans le cortex cérébral des souris âgées (Forster et al., 1996), 
et que l'administration d’antioxydants améliore la mémoire dans les tests comportementaux 
tels que le test d’évitement passif et des tests dans un labyrinthe radial chez les souris âgées 
(Martinez et al., 2000). Ainsi, ces résultats suggèrent que des interventions avec des 
antioxydants sont applicables pour la prévention du vieillissement et de dysfonctionnement 
cognitif chez la souris SAMP8. 
 
III.6.2 Altération de la fonction vasculaire chez la souris SAMP8 
La souris SAMP8 présente également des signes de vieillissement accéléré du système 
cardiovasculaire (Yagi et al., 1995 ; Han et al., 1998 ; Zhu et al., 2001; Lloréns et al., 2007 ; 
Lauzier et al., 2008 ; Novella et al., 2011). Il a été observé dans les aortes de souris SAMP8 
âgées de 6 mois par rapport aux souris contrôle SAMR1, une augmentation de la contractilité 
(Lloréns et al., 2007 ; Novella et al., 2011) et un dysfonctionnement endothélial donnant lieu 
à une diminution de la relaxation (Novella et al., 2010). Cette effet pourrait être en partie 
attribuable à la production élevée de ROS (Butterfield et al., 1997 ; Lloréns et al., 2007 ; 
Lauzier et al., 2008). Récemment, Jiménez-Altayo et al. (2012) se sont intéressés à la 
réactivité vasculaire de l’artère mésentérique chez les souris SAMP8. Ils ont montré une 
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diminution de eNOS et de nNOS et une augmentation de la synthèse d’O2
- au cours du 
vieillissement. Quelques effets comme la diminution de la relaxation peuvent être réversés par 
une supplémentation en œstrogènes chez la souris SAMP8 femelle, montrant ainsi les effets 
protecteurs des œstrogènes sur le système vasculaire et plus particulièrement le tonus 
vasculaire (Novella et al., 2010). 
 
Ueno et al. (1998) ont montré une altération de la structure des cellules endothéliales 
et des péricytes au niveau du bulbe olfactif, de l’hippocampe (Ueno et al., 1997), du cervelet 
(Ueno et al., 2001) et du cortex (del Valle et al., 2009), suggérant une altération de la fonction 
de la BHE (Vorbrodt et al., 1995). La BHE est une disposition morphologique de 
l’endothélium qui permet à la microvascularisation cérébrale de protéger, de manière 
sélective, le cerveau contre des changements d'environnement soudains et des variations 
brutales de la circulation systémique. Ces auteurs ont étudié les particularités de la structure 
des vaisseaux cérébraux au niveau de ces trois structures chez les souris SAMP8 en injectant 
de la HRP (Horseradish peroxydase). Cette molécule permet de tester la perméabilité de la 
BHE. Le cytoplasme des cellules endothéliales des artères cérébrales apparaît par segment 
plus épais et contient de nombreuses vésicules et vacuoles.  
 
En 1989, il a été suggéré que ce défaut de BHE et les altérations vasculaires pourraient 
être responsables du développement de la maladie d’Alzheimer (Sheibel et al., 1989). 
Plusieurs années plus tard, l’hypothèse neuro-vasculaire fut proposée (Zlokovic, 2005). Il est 
bien établi maintenant qu’il existe des dysfonctions cérébrovasculaires et des dépôts du 
peptide Aβ sur la paroi des vaisseaux cérébraux et que cela peut-être un évènement 
déclenchant dans le développement de la maladie d’Alzheimer. Chez la souris SAMP8, il a 
été observé un dépôt du peptide Aβ plus important dans les vaisseaux cérébraux par rapport 
aux souris contrôles. De plus, à 12 mois le nombre de vaisseaux avec une altération de la BHE 
augmente chez les souris SAMP8. A cet âge tous les vaisseaux présentant des dépôts du 
peptide Aβ montrent une altération de la BHE (Del Valle et al., 2011). 
 
Les souris SAMP8 présentent également des changements caractéristiques de la 
pression sanguine au cours du vieillissement. Il a été montré que cette pression diminuait 
progressivement à partir de l’âge de 5 mois chez ces souris (Han et al., 1998). D’autres études 
se sont intéressées aux effets du vieillissement et de la pression sanguine sur l’aorte 
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thoracique des souris SAMP11. Il a été montré chez ce modèle que la paroi de l’aorte 
s’épaissit au cours du vieillissement. Il a également été observé une augmentation de 
collagène. Concernant la pression sanguine, elle est très élevée chez les SAMP11 en fin de vie 
(Zhu et al., 2001).  
 
Plusieurs facteurs peuvent modifier potentiellement l’impact du vieillissement sur le 
système cardiovasculaire. Le surpoids pondéral est un facteur de risque indépendant pouvant 
altérer la fonction cardiovasculaire et pouvant aussi être associé à l’hypertension, aux AVC et 
aux diabètes (Hubert et al., 1983 ; Kannel et al., 1996). Quelques travaux ont suggéré que 
chez des souris sous régime riche en lipides, la production de ROS était augmentée, que la 
relaxation vasculaire était altérée de même que la contraction (Matsumoto et al., 2006 ; 
Rodriguez et al., 2006 ; Mundy et al., 2007 ; Barton, 2010 ; Kobayasi et al., 2010 ; Ungvari et 
al., 2010). 
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Chapitre IV                                                                   
La restriction calorique et ses effets sur l’organisme : 
De la longévité aux mécanismes moléculaires  
  
 
IV.1 Effets généraux sur l’organisme et sur la longévité  
Au début du 20
e
 siècle, c’est l’équipe d’Osborne (1917) qui a publié un article dans la 
revue Science montrant pour la première fois que la diminution de nourriture chez les rats 
ralentissait la croissance et augmentait l’espérance de vie. Cette publication n’avait à l’époque 
pas attiré l’attention des chercheurs en raison d’un protocole peu précis. Toutefois, dans les 
années 1930, Mc Cay et al. (1935) ont réalisé des études mieux définies montrant clairement 
que limiter la prise alimentaire (40% en moins par rapport au contrôle) chez le rat, peu de 
temps après le sevrage, permettait de prolonger la vie de manière significative. Il a également 
été mis en avant que le facteur alimentaire responsable de l'augmentation de la longévité, est 
sans doute lié à un apport d'énergie diminué, et non à la réduction d’un nutriment spécifique 
(Mc Cay et al., 1939 ; Iwasaki et al., 1988 ; Masoro et al., 1989 ; Swann, 1997). C’est 
pourquoi, dans la littérature on parle davantage de restriction calorique (RC) plutôt que de 
restriction en nutriments. En effet, le régime restreint en calories reste un régime de qualité et 
équilibré sans aucune carence de vitamines ou minéraux. 
Il est établi depuis près d’un siècle que la RC est extrêmement efficace pour 
augmenter l’espérance de vie de 30 à 40% et retarder le vieillissement chez tous les 
organismes vivants (quelques exemples parmi les références suivantes : Pinney et al., 1972 ; 
Weindruch et Sohal, 1996 ; Kealy et al., 2002 ; Wang et al., 2004 ; Kenyon, 2005 ; Guarente 
et Picard, 2005 ; Masoro, 2005 ; Bonkowski et al., 2006 ; Lawler et al., 2008 ; Piper et 
Bartke, 2008). En effet, les actions de la RC sur la longévité ont été montrées dans de 
nombreux organismes taxonomiquement éloignés allant de la levure (Fabrizio et Longo, 
2003) aux mammifères, y compris les nématodes (Klass, 1977 ; Braeckman et al., 2006) et les 
drosophiles (Bross et al., 2005; Burger et al., 2010), ce qui suggère son universalité. Lorsque 
la RC est initiée tard dans la vie, on observe des effets significatifs sur la durée de vie mais 
ceux-ci sont réduits par rapport à l’effet observé lorsque que la RC est démarrée au moment 
du sevrage (Pugh et al., 1999 ; Weindruch et Walford, 1982). Aussi, les effets peuvent être 
inversés si la RC est commencée très tard (Forster et al., 2003). A la suite de ces nombreuses 
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études sur la RC, on l’a définie comme une diminution de l’apport calorique de 20 à 40%. Si 
les animaux sont restreints davantage, il y a un effet délétère sur la durée de vie.  
Les effets physiologiques les plus constants de la RC sont une diminution du poids 
corporel, de la masse grasse, de la pression artérielle, des lipides sanguins et de la température 
corporelle (Duffy et al., 1990 ; Masoro, 2003 ; Sinclair, 2005 ; Masoro, 2007). Les 
caractéristiques biologiques des animaux sous RC ont montré de nombreux changements dans 
le transcriptome, le métabolome, et des changements au niveau des protéines plasmatiques. La 
RC intervient aussi dans la réduction du niveau d'insuline-like growth factor-1 (IGF-1) et 
d’autres facteurs de croissance. Ils ont également montré un déclin du glucose sanguin, une 
diminution de l'hormone thyroïdienne, et des hormones de la reproduction (Barzilai et Bartke, 
2009 ; Fontana et al., 2012).  
La RC a aussi été associée à une protection de certaines pathologies liées au 
vieillissement comme le diabète, le cancer et les MCV (Ingram, 2006 ; Fontana et al., 2012).  
Toutes ces expériences fournissent suffisamment de preuves pour montrer que la RC 
atténue la progression des  changements biologiques associés à l'âge (par exemple la perte 
d'élasticité du collagène, le développement de résistance à l'insuline, la diminution de la 
fonction immunitaire, et les modifications des paramètres neuro-comportementaux) et retarde 
le début et l'incidence des maladies associées à l'âge, par exemple, de nombreux cancers 
(Weindruch, 1992 ; Hart et Turturro, 1997 ; Kritchevsky, 2002), maladies auto-immunes et 
rénales (McCay et al, 1939). 
 
IV.2 RC et ralentissement du processus de vieillissement 
L’équipe de Lee (1999, 2000 et 2002) a analysé dans le muscle cardiaque de souris 
sous RC le profil d'expression de gènes impliqués dans le processus de vieillissement. 
L'utilisation de puces d'oligonucléotides à haute densité représentant 6347 gènes a révélé que 
le vieillissement conduit à une augmentation marquée de l’expression des gènes représentatifs 
d'une réponse au stress et à une plus faible expression des gènes impliqués dans le 
métabolisme et la biosynthèse. La plupart des modifications ont été complètement ou 
partiellement empêchées par la RC. D’un point de vue transcriptionnel, les modèles 
d'animaux avec un régime hypocalorique montrent que la RC retarde le processus de 
vieillissement en provoquant un changement métabolique vers une augmentation du turnover 
protéique. La RC a également entraîné des modifications dans l'expression des gènes codant 
pour des protéines impliquées dans le métabolisme des acides gras, a réduit les dommages de 
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l'ADN, a diminué l'activité immunitaire et a diminué les phénomènes d'apoptose. Ces 
observations fournissent la preuve que le vieillissement cardiaque est associé à des altérations 
de la transcription, et que la RC peut retarder le vieillissement cardiaque en induisant une 
profonde reprogrammation de la transcription (Figure 25).  
Parmi les changements biologiques liés à l’âge figure l’augmentation marquée de la 
résistance hépatique à l'action de l'insuline. Chez le rat, sous RC pendant 18 mois,  la 
sensibilité à l'insuline est restaurée aux mêmes niveaux observés chez les rats jeunes (4 mois) 
(Barzilai et al., 1998). De même chez les rats élevés pour une faible capacité d'exécution en 
aérobie il y a un développement lié à l'âge du syndrome métabolique, y compris 
l'hyperinsulinémie, la résistance à l'insuline, l'obésité viscérale, et la dyslipidémie. 
L'hyperinsulinémie chez ces rats est associée à la clairance hépatique d'insuline avec des 
facultés affaiblies. Ces anomalies métaboliques ont été renversées par une RC de 30% 
pendant 3 mois (Bowman et al., 2010).  
 
IV.3 RC et déficits mnésiques liés à l’âge 
Les différentes formes de mémoire ne sont pas altérées de façon équivalente par le 
vieillissement normal (Hedden et Gabrieli, 2004). La mémoire  à long-terme se détériore dans 
sa composante déclarative alors que les mémoires procédurale et émotionnelle sont largement 
épargnées. La mémoire à court-terme est, quant à elle, essentiellement affectée dans les 
aspects organisationnels de la mémoire de travail (Grady et Craik, 2000). Ces déficits 
mnésiques spécifiques sont associés à une altération fonctionnelle des régions cérébrales 
essentielles aux mémoires déclarative à long-terme et de travail (régions cérébrales 
dépendantes de l’hippocampe et du cortex préfrontal).  
L'influence de la RC sur les processus mnésiques n’est pas claire puisque plusieurs 
études indiquent que la RC retarde le déclin cognitif associé à l'âge tandis que plusieurs autres 
études montrent que la RC est inefficace dans l’altération des processus mnésiques (Figure 
25) (Masoro, 2003). Les maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer, de 
Huntington et la maladie de Parkinson sont des exemples courants de vieillissement de la 
mémoire et du système nerveux. Certaines données suggèrent que la RC augmente le nombre 
de nouveaux neurones via le métabolisme cellulaire et les voies de signalisation qui régulent 
la durée de vie (Fernandez et al., 2006). La voie de signalisation de l’insuline, les facteurs de 
transcription FOXO, les sirtuines et les PPAR peuvent stimuler la production de protéines 
chaperones, de facteurs neurotrophiques et des enzymes antioxydantes qui aident à prévenir 
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les maladies neurodégénératives (Fernandez et al., 2006). 
De nombreuses études ont investigué la fonction mnésique en étudiant la mémoire de 
travail, en utilisant le labyrinthe aquatique de Morris, dans lequel les souris ou les rats 
apprennent à retrouver une plate-forme salvatrice immergée en inférant sa position à l’aide 
d’indices spatiaux extérieurs distaux. Plusieurs études ont montré que la performance sur cette 
tâche diminue à mesure que l'âge des animaux augmente. La RC offre une certaine protection 
contre cette perte de performance liée à l'âge, mais il subsiste encore une baisse significative 
avec l'âge chez les animaux sous RC (Bellush et al., 1996 ; Adams et al., 2008).  
Dans des modèles murins de la maladie d’Alzheimer, il a été montré que la RC 
diminue les symptômes de la maladie (Mattson et al., 2003 ; Patel et al., 2005) et, dans un 
modèle primate, la RC augmente les facteurs neurotrophiques atténués avec l’âge (Maswood 
et al., 2004). Toutes ces données suggèrent un potentiel pouvoir thérapeutique de la RC pour 
les patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Toutefois, des expériences supplémentaires 
sont nécessaires pour évaluer le rôle des sirtuines induites par la RC (voir paragraphe sur les 
sirtuines) dans la diminution des symptômes de la maladie. 
Plus précisément des équipes se sont intéressées aux mécanismes qui sous-tendent les 
processus mnésiques en commençant par étudier les neurones de l'hippocampe. Grâce à une 
protocole de RC d’une durée de 2 à 4 mois, ces derniers deviennent résistants à la 
dégénérescence chimique induite (Bruce-Keller et al., 1999). La RC peut également agir sur 
les sites terminaux des synaptiques où les processus neurodégénératifs peuvent commencer 
dans les maladies neurodégénératives en les protégeant contre les troubles du métabolisme 
oxydatif et de l'absorption du glutamate (Guo et al., 2000). Certains ont prétendu que la RC 
peut altérer le fonctionnement cognitif (Green et al., 1995) mais aucune altération de la 
mémoire déclarative, la rétention visuelle, ou des déficits de l'attention ont été trouvés plus de 
6 mois après la RC (Martin et al., 2007).  
Au niveau synaptique, Adams et al. (2008) se sont intéressés à l’ensemble des sous-
unités des récepteurs NMDA, NR1, NR2A et NR2B et des sous-unités des récepteurs AMPA 
(alpha-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4 -isoxazole propionique acid), GluR1 et GluR2. Il est bien 
connu que ces sous-unités diminuent avec l’âge dans la région du CA3 de l’hippocampe. Les 
premières études ont suggéré que la RC diminue d'abord le niveau des sous-unités des 
récepteurs AMPA, puis se stabilise avec l’âge par rapport aux animaux Ad libitum. La 
synaptophysine, une protéine des vésicules présynaptiques, a montré une tendance similaire. 
Ainsi, la baisse des principales protéines synaptiques dans le CA3 est stabilisée grâce à la RC 
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en parallèle avec la stabilisation de la baisse cognitive dans le labyrinthe aquatique de Morris. 
Cette diminution liée à l'âge et la stabilisation induite par la RC, permettent d’émettre une 
hypothèse sur l’influence éventuelle de la modification de plasticité synaptique sur la fonction 
hippocampique dans le CA3. Une étude a testé cette hypothèse en étudiant l'effet de la RC sur 
les changements liés à l'âge des microcircuits fonctionnels des synapses dans la région du 
CA3 de l'hippocampe. En utilisant la microscopie électronique de série, cela a permis de 
reconstruire et de classer les synapses et leurs épines postsynaptiques, ainsi que le nombre et 
la taille des synapses. Les résultats ont révélé une diminution liée à l'âge du nombre de 
synapses entre les âges de 10 et 24 mois. Toutefois, cette réduction a également été observée 
chez les rats qui avaient été sous RC à partir de 4 mois d'âge. Par conséquent, les avantages de 
la RC au niveau du  CA3 ne sont pas dus aux modifications de la plasticité synaptique 
(Adams et al., 2010). 
Cependant, tous les effets de la RC dans le cerveau ne sont pas positifs. Par exemple, 
il semble n’y avoir aucun effet à court terme de la RC (2-8 semaines) sur la perte de neurones 
dopaminergiques par rapport aux animaux Ad libitum (Armentero et al., 2008). De même, la 
RC n'a eu aucun effet sur les changements liés à l'âge concernant la neurogenèse dans la 
couche de cellules granulaires et dans le hile du gyrus denté de souris C57Bl6/J. Cependant, la 
RC a eu un effet promoteur sur la survie les cellules gliales nouvellement générés dans le hile 
du gyrus denté (Bondolfi et al., 2004).  
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Figure 25 : Schéma récapitulatif des effets de la restriction calorique sur les caractéristiques biologiques et sur les 
pathologies liées au vieillissement et sur le vieillissement général – MCV : Maladies Cardio-Vasculaires 
 
IV.4 Les mécanismes biologiques responsables des effets de la RC 
Depuis 1935, de nombreux mécanismes ont été proposés comme l'action biologique 
« anti-âge » de la RC pour prolonger l’espérance de vie. En effet, les mécanismes biologiques 
sous-jacents responsables de l’augmentation de l’espérance de vie ne sont pas encore bien 
connus, même si de nombreuses hypothèses ont été proposées. Actuellement, le concept le 
plus populaire est l'hypothèse de la diminution du stress oxydatif ; les résultats de plusieurs 
études fournissent un appui de cette hypothèse, tandis que d'autres études ne le font pas et 
s’appuient sur l'hypothèse de l’altération du système glucose-insuline. Les modifications de 
l'hormone de croissance IGF-1 ont été en faveur de cette hypothèse. Les mécanismes d'action 
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supposés incluent aussi l’augmentation de la capacité de réparation de l'ADN, la modification 
de l'expression des gènes et la diminution du métabolisme (Masoro, 2007).  
 
IV.4.1 L’hypothèse du retard de croissance 
Des équipes de recherche se sont penchées sur cette hypothèse dans les années 1930 
(Mac Cay et al., 1935 ; Mac Cay et al., 1939). Ces équipes ont proposé que la RC puisse 
augmenter la longévité en retardant la croissance. Ce n’est qu’en 1982 que Weindruch et 
Walford ont montré que chez la souris âgée de 12 mois sous RC, il y avait une augmentation 
de l’espérance de vie mais pas aussi nette que les souris dont la RC avait commencé peu de 
temps après le sevrage. Pour étudier cette hypothèse, Yu et al. (1985) ont étudié l’effet de la 
RC à différentes périodes de développement chez le rat. Le premier groupe est le groupe Ad 
libitum, le deuxième est soumis à une RC à 6 semaines (2 semaines après le sevrage), le 
troisième est sous RC de l’âge de 6 semaines à 6 mois (période de croissance intense et 
rapide) et le quatrième groupe n’est mis sous RC qu’à 6 mois (période de fin de croissance où 
le développement est complet). Les deux grandes observations qui sont faites durant cette 
étude sont, tout d’abord, que lorsque la RC est initiée à une période de croissance rapide, il 
n’y a pas d’augmentation marquée du nombre de survivants. Et la deuxième observation est 
que lorsque la RC est commencée après la période de croissance, il y a le même effet que 
lorsque celle-ci est commencée 2 semaines après le sevrage, et c’est à cette période que la RC 
a un effet beaucoup plus important sur la longévité (Figure 26).  
Depuis de nombreuses années, ces deux études ont été considérées comme des tests 
qui réduisent à néant l’hypothèse du retard de croissance. 
 
Figure 26 : Schéma du protocole et résultats de l'étude de Yu et al., 1985 – L’encadré rouge correspond au protocole 
utilisé dans cette thèse, car en commençant la restriction calorique dès la fin du sevrage, les effets sur la longévité sont 
beaucoup plus significatifs. 
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IV.4.2 L'hypothèse de la réduction de la graisse corporelle 
Cette hypothèse a été fondée par Berg et Simms (1960). En effet, ils ont observé que la 
graisse corporelle était associée à des décès prématurés chez les humains. Cette hypothèse a 
été fondée sans aucune mesure de la teneur en graisse corporelle. Ce n’est qu’après plusieurs 
années que de nombreuses équipes ont mesuré le contenu de la graisse corporelle chez le rat 
et la souris sous RC. De cette manière, il a été montré un lien entre la RC et la diminution de 
la teneur en graisse corporelle (Bertrand et al., 1980 ; Harrison et al., 1984 ; Garthwaite et al., 
1986) et plus particulièrement la diminution de la graisse viscérale (Barzilai et Gupta, 1999). 
On peut également observer les mêmes effets chez les singes rhésus et cynomolgus (Hansen 
et Bodkin, 1993; Lane et al., 1997 ; Cefalu et al., 1997 ; Colman et al., 1999). De 
plus, Bertrand et al. (1980) ont montré qu’il n’existait aucune corrélation entre la masse de 
graisse corporelle et de la durée de vie des rats mâles F344 nourris Ad libitum mais qu’il 
existait bien une corrélation chez ces mêmes rats mâles soumis à un régime restreint en 
calories.  
L'augmentation de la résistance à l'insuline liée à l'âge peut être associée à 
l'augmentation liée à l'âge de la masse grasse, en particulier l’augmentation de la graisse 
viscérale (Catalano et al., 2010 ; Bergman et al., 2006 ; Catalano et al., 2005). La RC 
appliquée pendant 6 semaines chez des souris jeunes qui ont été nourries avec un régime riche 
en graisses afin de promouvoir l'obésité, a entraîné une perte préférentielle de l'adiposité 
viscérale et des améliorations dans la sensibilité à l'insuline. Ces données indiquent un rôle clé 
joué par la graisse viscérale dans l'étiologie de l'insulinorésistance liée à l'âge qui pourrait être 
inversé en raison des effets de la RC (Barzilai et Gupta, 1999 ; Gabriely et al., 2002). 
 Cependant, quelques arguments peuvent réfuter cette hypothèse, notamment les 
travaux de Harrison et al. (1984) qui ont comparé des souris obèses ob/ob avec des souris 
Wild Type (WT) (ob/ob : mutation du gène de la leptine qui conduit à une absence de leptine, 
ce qui augmente l’appétit et fait donc grossir la souris). Cette mutation est responsable d’une 
hyperinsulinémie par une déficience en leptine. L’hyperglycémie apparaît secondairement 
après l’insulinorésistance. Ces deux groupes étant nourris Ad libitum ou soumis à un régime 
RC, la première observation est que les souris ob/ob ont une durée de vie inférieure aux souris 
WT nourries Ad libitum.  Mais la deuxième observation est que les  souris ob/ob sous RC 
vivent plus longtemps que les souris WT nourries Ad libitum, alors que ces dernières ont une 
teneur en graisse corporelle de 22% vs 48% pour les ob/ob en RC. De plus, les souris ob/ob 
sous RC ont vécu aussi longtemps que les souris WT sous RC (13% de graisse corporelle). 
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Dans le contexte particulier des souris ob/ob, ces constatations amènent à modérer 
l’hypothèse de la réduction de la graisse corporelle et laisse la possibilité à d’autres voies 
d’émerger.  
 
IV.4.3 L'hypothèse de la diminution du métabolisme 
Sacher (1979) a proposé que la RC augmente l’espérance de vie en diminuant le 
métabolisme de base. Cette hypothèse fut basée sur les travaux de Rubner (1908) qui 
montrèrent que chez les mammifères il y avait une relation inverse entre la longévité et le 
métabolisme de base. De plus, il est généralement observé que les animaux avec un niveau de 
métabolisme plus élevés vivent moins longtemps (Speakman, 2005). Cette idée est devenue 
une théorie (Pearl, 1928), qui a dominé la recherche sur le vieillissement pendant plus de 50 
ans. Cette théorie a été mainte fois réfutée, par exemple, par des observations montrant que 
les oiseaux et les chauves-souris combinent longue durée de vie avec métabolisme élevé 
(Austad et Fischer, 1991; Holmes et Austad, 1995 ; Holmes et al., 2001 ; Brunet-Rossinni et 
Austad, 2004 ; Furness et Speakman, 2008). Malgré les quelques études existantes sur la 
réfutation de cette théorie, elle est depuis longtemps présumée être un mécanisme causal qui 
soutient l'effet de la RC sur la longévité. Les mesures directes de métabolisme de base chez 
les souris soumis à des restrictions de 20% suggèrent que le métabolisme est réduit d’environ 
24% par rapport au métabolisme de base des souris Ad libitum (Hambly et Speakman, 2005 ; 
Ballor et Poehlman, 1993). 
Les animaux peuvent économiser la consommation d'énergie en devenant 
physiquement plus petit mais l'utilisation d'énergie au niveau des tissus reste inchangée pour 
des modèles d’animaux sous RC. Par exemple, considérons un animal restreint de 30% en 
calories. Pour se mettre en équilibre énergétique, l'animal peut soit réduire la taille de tous ses 
organes de 30% sans aucune modulation de son métabolisme énergétique au niveau des 
cellules de ses tissus, soit diminuer ses organes de seulement 20% et effectuer la réduction 
supplémentaire de 10% sur l’utilisation énergétique cellulaire, soit réduire la taille de ses 
organes de 40%, ce qui lui permet d'augmenter les dépenses au niveau des tissus de 10%. Il y 
a eu un débat considérable dans la littérature pendant plus de 30 ans concernant l’effet de la 
RC sur le métabolisme lorsque des changements de masse corporelle sont pris en compte. De 
nombreuses études ont suggéré que lorsqu’il y avait des ajustements de la masse corporelle, le 
métabolisme n'est pas différent entre les animaux RC et Ad libitum (Masoro et al., 1982 ; Mc 
Carter et al., 1985 ; Mc Carter et Palmer, 1992 ; Ramsey et al., 1997 ; Mc Carter, 1991 ; 
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Speakman et Hambly, 2007 ; Greenberg et al., 2000). McCarter et Palmer (1992) ont 
déterminé le métabolisme journalier chez les rats mâles F344 dans des conditions de vie 
habituelle. Les animaux sont mis sous RC à 6 semaines, et juste après l’initiation de la RC, ils 
ont observé une brève période où le métabolisme de base était réduit. Cependant, le 
métabolisme des rats sous RC a rapidement augmenté comparé à celui des rats Ad libitum, 
tandis que la masse maigre reste la même chez les rats Ad libitum. La diminution transitoire 
du métabolisme se rapporte à la période pendant laquelle la masse maigre du corps diminue 
après le début de la RC. Après une période relativement brève, la diminution de la masse 
maigre du corps correspond à la diminution de l'apport calorique et, à ce stade, la masse 
maigre du corps est stable. Duffy et al. (1991) font état de constatations similaires chez la 
souris. Dans deux études à long terme chez les singes rhésus sous RC, le métabolisme par 
gramme de masse maigre a diminué suite à l’initiation de la RC, mais est ensuite devenu 
semblable à celui des singes Ad libitum (Lane et al., 1996 ; Raman et al., 2007). 
Cependant, un autre protocole de restriction semble différer des effets de la RC 
classique, c’est la restriction en Méthionine (Met-R). Hasek et al. (2010) ont montré que les 
rats sous Met-R avaient un métabolisme très élevé. 
À l'heure actuelle, cette hypothèse manque de preuves convaincantes puisque des 
études montrent que la RC chez des rongeurs peut prolonger la durée de vie sans pour autant 
provoquer une diminution du métabolisme à long terme (Delany et al., 1999). Il est presque 
impossible d’affirmer si les résultats de RC conduisent à une réduction, aucun changement, ou 
une augmentation du métabolisme au niveau des tissus des animaux au repos.  
 
IV.4.4 L’hypothèse de la stimulation du système immunitaire 
La majorité des études portant sur la réponse immunitaire et la RC a été menée chez 
les rongeurs, en particulier les souris en étudiant plus précisément et principalement les effets 
de la RC sur les effets des populations de lymphocytes T et des macrophages qui sont des 
composants de la réponse immunitaire adaptative et qui font partie du système immunitaire 
inné. Walford et al. (1973), qui sont ensuite devenus des ardents défenseurs de l'utilisation de 
la RC chez l’homme, ont été parmi les premiers à étudier les effets de la RC sur la fonction 
immunitaire chez les rongeurs. Ils ont utilisé un protocole de jeûne intermittent pour réduire la 
consommation de calorie de 50% et ont exploré les réponses humorales des souris et les 
réactions des cellules de la rate à des agents mitogènes. Après environ 20 semaines de régime, 
la réponse humorale (activité des anticorps IgM et IgG) est apparue légèrement atténuée, mais 
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après 1 an de restriction, la réponse a été augmentée. Walford et al. (1973) ont interprété ces 
données pour suggérer que la RC retarde la maturation du système immunitaire chez la souris. 
Des tendances similaires ont été observées dans la rate de souris sous RC depuis le sevrage 
(Weindruch et al., 1982a) ou des souris qui avaient été restreintes un peu plus tard 
(Weindruch et al., 1982b) et chez les primates (Messaoudi et al., 2008).  
De nombreuses études montrent que la RC peut inverser la plupart des manifestations 
de l’immuno-sénescence y compris la diminution des cellules souches hématopoïétiques 
(Chen et al., 2003), la diminution des lymphocytes T, une réponse réduite des cellules T 
proliférative en réponse à un antigène, la diminution de la production des IL-2, 
l’augmentation liée à l'âge des concentrations sériques en TNF-α et IL-6 (Spaulding et al., 
1997), et les maladies auto-immunes (Fernandes et al., 1978 ; Friend et al., 1978). 
Récemment, Ahmed et al. (2009) ont effectué la première étude chez l’homme afin de 
déterminer l'effet de la RC sur la réponse immunitaire. Dans cette étude, un petit nombre 
d'hommes et de femmes en surpoids (20-40 ans) ont été soumis à 10% ou 30% de RC pendant 
6 mois. Les auteurs ont constaté que la RC améliore la réponse immunitaire via les 
lymphocytes T mesurées in vivo, en particulier tard dans la vie, ce qui est cohérent avec le 
risque réduit de cancer et l’incidence réduite des maladies auto-immune. 
Chez les rats exposés à une RC de 50% pendant 8-12 semaines, il y a une réduction de 
la production de H2O2 dans les monocytes sanguins. Il y a aussi une augmentation 
significative de la production de prostaglandines par les macrophages péritonéaux. 
L'inhibition des macrophages péritonéaux peut influer sur les réponses à un agent infectieux. 
À ce jour, seulement quelques études ont été réalisées sur des souris sous RC et qui ont été 
exposées à des agents pathogènes. Ces études ont toutes montré une moins bonne réponse 
immunitaire chez les animaux sous RC par rapport à ceux nourris Ad libitum. La première 
expérience impliquait un modèle de souris péritonite (ligature et perforation du cæcum). Chez 
ces animaux, le taux de survie a été réduit de 40% dans le groupe RC (Sun et al., 2001). Dans 
une seconde expérience, des souris ont été exposées au virus de la grippe. Il a été démontré 
une plus grande mortalité dans le groupe RC par rapport aux témoins Ad libitum (Gardner, 
2005). L’une des raisons est que les souris RC ont très peu de réserves de graisse dans 
lesquelles elles peuvent puiser au cours de la phase aiguë de l'infection (Kristan, 2007). 
Cependant la graisse peut jouer un rôle plus important dans la fonction immunitaire. 
L'ablation chirurgicale de la graisse chez les hamsters ayant une déficience de la réponse 
immunitaire humorale (Demas et al., 2003) a un effet délétère sur le système immunitaire qui 
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pourrait être renversé par la supplémentation en leptine (Demas et Sakaria, 2005), ce qui 
suggère que la leptine ainsi que la ghréline pourrait jouer un rôle important dans la médiation 
des réponses immunitaires de la RC. 
Les effets de la RC sur les dommages oxydatifs peuvent avoir des conséquences tant 
favorables et défavorables sur le système immunitaire. En effet, le stress oxydatif diminué 
peut protéger les lymphocytes T, le renforcement de leur capacité à combattre les cellules 
tumorales et à faciliter ainsi la protection contre le cancer et les maladies auto-immunes. Dans 
l'environnement exempt d'agents pathogènes qui caractérise la plupart des études chez les 
rongeurs sous RC, cet effet serait dominant. Cependant, les ROS sont une composante 
intégrante de la réponse immunitaire pour lutter contre les agents pathogènes. C’est pourquoi, 
la réduction de la capacité à générer des ROS peut alors conduire à des impacts négatifs sur le 
système immunitaire chez les animaux sous RC à l'égard de leur capacité à résister aux 
infections. Dans un environnement du monde réel cet impact négatif de la RC peut 
compenser, dans une certaine mesure, les effets positifs anticancéreux. 
 
IV.4.5 L’hypothèse de la diminution de l’inflammation 
Il a été montré que la RC est capable d’abaisser les taux circulants de cytokines 
inflammatoires (par exemple, IL-6 et TNF) et d'augmenter l'adiponectine plasmatique et la 
concentration en cortisol (Ershler et al., 1993 ; Han et al., 2001 ; Jolly, 2004 ; Matsuzaki et 
al., 2001 ; Sabatino et al., 1991 ; Spaulding et al., 1997). Il est bien connu que les 
glucocorticoïdes jouent un rôle clé en permettant aux espèces de mammifères de faire face 
aux facteurs de stress (Munck et al., 1984). En effet, Chung et al. (2001) ont proposé que les 
processus inflammatoires jouent un rôle clé dans le vieillissement. Suite à ces résultats, 
montrant une élévation modérée de corticostérone plasmatique libre induite par la RC chez les 
rats et les souris, on peut s'attendre à avoir un impact significatif sur l’action anti-
inflammatoire des glucocorticoïdes. 
 
IV.4.6 L’hypothèse de la diminution des dommages oxydatifs 
Il a été proposé que les effets délétères du vieillissement soient dus aux dommages 
causés par les radicaux libres comme les ROS produites par les mitochondries grâce à 
l'oxygène (Beckman et Ames, 1998 ; Barja, 2000). Ces ROS peuvent endommager certaines 
molécules biologiques importantes, y compris l'ADN, les protéines et les lipides, ce qui 
engendre des modifications fonctionnelles d’un point de vue cellulaire (Barja, 2004). Il est 
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bien établi aujourd’hui que la RC retarde l'accumulation de molécules endommagées due à 
l’oxydation relative au vieillissement chez les rongeurs (Merry, 2000 ; Merry, 2004 ; Yu et 
al., 1996 ; Ash et Merry, 2011), et chez les singes Rhésus (Zainal et al., 2000). La réduction 
du stress oxydatif peut être provoquée par plusieurs mécanismes différents : ceux-ci 
comprennent une réduction de la vitesse à laquelle les radicaux libres sont générés, une 
augmentation de la vitesse à laquelle les ROS sont détoxifiés et donc une réduction des 
dommages qu'ils causent, et enfin une régulation des processus de réparation des dommages. 
Il existe des preuves pour suggérer que la RC module à la fois ces trois composantes pour 
effectuer une réduction globale du stress oxydatif. Bien que plusieurs études aient montré que 
la RC diminue la formation de ROS dans des cultures de mitochondries isolées (Sohal and 
Weindruch, 1996 ; Sohal et al., 1994), de nombreuses équipes de recherche ont montré in vivo 
que la RC augmente l'activité ou retarde la diminution liée à l'âge de l'activité des enzymes 
comme la catalase, la SOD et la glutathion peroxydase, qui protègent les rongeurs contre les 
dommages oxydatifs (Armeni et al., 1998). D’autres études ont montré l'effet inverse (Holt et 
al., 1991 ; Luhtala et al., 1994). De toute évidence, l'action de la RC sur les enzymes 
antioxydantes est loin d'être simple. 
Non seulement, la capacité de la RC pour renforcer les défenses antioxydantes non 
enzymatiques, comme l'augmentation des niveaux de glutathion, a été clairement démontré 
(Armeni et al., 1998) mais la RC est également connu pour améliorer la capacité à réparer 
l'ADN endommagé par l’oxydation (Guo et al., 1998) et à remplacer les protéines 
endommagées (Lewis et al., 1985). L'effet de la RC (40%) sur les taux de production de H2O2 
mitochondrial et de la consommation d'oxygène et les dommages oxydatifs à l'ADN nucléaire 
(ADNn) et de l'ADN mitochondrial (ADNmt) a été étudié sur des périodes à court terme (6 
semaines) et à long terme (1 an) dans le cœur de rats jeunes et vieux. À court terme la RC n'a 
pas modifié les paramètres mesurés. Toutefois, à long terme la RC a diminué 
significativement la génération de H2O2 mitochondrial (45%) et significativement abaissé les 
dommages oxydatifs à l'ADN mitochondrial (30%) sans modifier les dommages à l’ADNn 
(Gredilla et al., 2001). Ces résultats ont pu être réversés par un traitement à l’insuline et à 
l’hormone de croissance (GH) (Sanz et al., 2005). 
 
Ainsi, il semble incontestable que la RC protège les rongeurs contre les dommages 
causés par le stress oxydatif. Est-ce le principal mécanisme qui sous-tend la longévité et le 
retard dans le processus de vieillissement provoqués par la RC?  
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La RC chez les rongeurs diminue à la fois les taux circulants d'insuline et d'IGF-1 et à 
la fois le stress oxydatif mitochondrial (Barja, 2004). Ainsi, on peut supposer que les 
hormones comme l'insuline, la GH et l'IGF-1 participe à une diminution de la durée de vie 
chez les mammifères en augmentant le stress oxydatif cellulaire, y compris mitochondrial, 
générateur de radicaux libres (Sanz et al., 2005). 
 
IV.4.7 L’hypothèse de l’altération du système glucose-insuline 
De nombreuses études ont montré que la RC réduit les taux circulants d'IGF-1, 
d'insuline et donc de glucose (Breese et al., 1991 ; Bartke et al., 2001 ; Argentino et al., 2005a 
; Argentino et al., 2005b). De plus, les réductions d'IGF-1 et d'insuline sont rapidement 
induite, à compter du 5
ème
 jour de restriction (Chan et al., 1993).  
Une étude longitudinale sur la durée de vie des rats mâles F344 (Masoro et al., 1992) 
montre que pendant toute la durée de la RC, la moyenne journalière de la concentration de 
glucose plasmatique est diminuée d'environ 15 mg/dl et la concentration d'insuline d'environ 
50%. Par ailleurs, les rats en RC utilisent le glucose comme « carburant » à la même vitesse 
que les rats Ad libitum, en dépit des niveaux de glycémie et insuline plasmatique nettement 
inférieurs. D’où la conclusion : la RC augmente, soit l'efficacité du glucose, soit de la réponse 
à l'insuline soit des deux. Il a été proposé que la RC maintient de faibles niveaux de glucose et 
des niveaux nettement plus faibles d'insuline et que ceci joue un rôle majeur dans les actions 
sur la longévité. Les mêmes observations ont été faites chez le singe Rhésus montrant que la 
RC était capable de réduire le niveau de glucose plasmatique et les concentrations d'insuline à 
jeun (Kemnitz et al., 1994 ; Lane et al., 1995 ; Mattison et al., 2003) et d’augmenter la 
sensibilité à l'insuline (Kemnitz et al., 1994 ; Bodkin et al., 1995 ; Lane et al., 1995 ; Cefalu 
et al., 1997). 
Ces dernières années, l'accent a été mis sur le système glucose-insuline. Les 
principales raisons de cette insistance sont dues aux conclusions des études travaillant avec 
des mutants avec perte de fonction du système de signalisation de l'insuline (Ames dwarf chez 
la souris : voir paragraphe ci-après), montrant une augmentation de la durée de vie, en 
particulier chez trois espèces : C. elegans (Kenyon et al., 1993 ; Wolkow et al., 2000), D. 
melanogaster (Clancy et al., 2001 ; Tatar et al., 2001), et mus musculus (Blüher et al., 2003). 
De toute évidence, par le maintien de l'insuline plasmatique à un niveau nettement faible 
durant toute la vie, la RC a un effet décroissant sur la signalisation de l'insuline. 
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IV.4.8 L’hypothèse de la modification de l’axe GH/IGF-1 
Dans les années 1990, de nombreuses études ont montré, que les animaux sous RC 
présentaient des niveaux plasmatiques d’IGF-1 nettement inférieurs aux animaux Ad libitum. 
(Breese et al., 1991 ; Sonntag et al., 1992 ; Da Costa et al., 1993). Cela a été d'abord fondé 
sur des observations chez C. elegans et D. melanogaster dont les mutants présentant des 
défauts dans la voie de signalisation de l’insuline et de l’IGF-1, avaient une durée de vie 
augmentée (Klass, 1983 ; Kenyon et al., 1993 ; Berryman et al., 2008 ; Kenyon, 2005). La 
signification possible de cette constatation n'a été reconnue que quelques années plus tard, 
lorsque les souris Ames dwarf et Snell dwarf ont été caractérisées par une augmentation de la 
durée de vie (Brown-Borg et al., 1996 ; Bartke et al., 2001 ; Flurkey et al., 2001 ; Argentino 
et al., 2005) . Parmi les caractéristiques du système endocrinien, ces souris présentent une 
incapacité à sécréter la GH et par conséquent les taux plasmatiques d'IGF-1. Ces études 
conduisent à montrer que la réduction d’IGF-1 plasmatique chez les rongeurs avec un régime 
restreint en calories peut jouer un rôle important dans l’action de la longévité (Mattison et al., 
2007 ; Brown-Borg et Bartke, 2012). En effet, à ce jour, ces souris restent les souches les plus 
vieilles qui ont été générées dans un laboratoire, avec la doyenne ayant vécu pendant plus de 
1819 jours (Bartke et Brown-Borg, 2004). Les mutations et les manipulations qui permettent 
de réduire en amont l'activité de la voie IGF-1 ont montré un rôle dans l’augmentation de la 
durée de vie chez C. Elegans, la drosophile et la souris (Kenyon et al., 1993 ; Kimura et al., 
1997 ; Lin et al., 1997 ; Clancy et al., 2001 ; Tatar et al., 2001 ; Blüher et al., 2003 ; 
Holzenberger et al., 2003 ; Piper et al., 2005). 
Mais les effets sont complexes, car ces données sont difficiles à concilier avec les 
effets neuroprotecteurs de l'IGF-I et le rôle potentiel de la diminution des niveaux de GH au 
cours du vieillissement (Bartke et al., 2003). Cependant, même si les niveaux d'IGF-1 
circulant sont réduits au cours d’une RC, les concentrations locales dans la région de 
l'hippocampe du cerveau ne semblent pas être affectées (Adams et al., 2009).  
Dans une étude où des souris knock-out du récepteur à la GH (GHRKO) ont été 
soumises à une RC pendant 20 mois à compter de la période de sevrage, l’insuline circulante 
et le niveau d'IGF-I ont été réduits, alors que les animaux GHRKO présentent déjà des 
niveaux d'insuline et d’IGF-1 très faibles (Al-Regaiey et al., 2005).  
Toutes ces données suggèrent qu’il existe une composante majeure du mécanisme par 
lequel la RC conduit à la longévité via la réduction de l'insuline et de l’IGF-1.  
Il est intéressant de noter dans un premier temps que malgré des niveaux d'insuline 
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réduits chez les animaux sous RC, ces animaux restent normalement sensibles au glucose. En 
effet, le tissu musculaire s’adapte et permet une captation de glucose induite par l’insuline 
plus importante. La base de cet effet sur la captation du glucose par l'insuline chez des 
animaux RC est due à des effets sur les transporteurs du glucose. En effet, même si GLUT-4, 
transporteur de glucose dans le muscle principal, a été sévèrement réduit avec la RC, les 
transporteurs GLUT-1, GLUT-3 et GLUT-5, ont tous été augmentés chez les rats sous RC 
(Agote et al., 2001).  
D’autre part, certaines données, sur le lien entre l’axe GH/IGF-1 et les niveaux de 
H2O2 réduits chez les souris Ames dwarf et GHRKO (Bartke et al., 2001 ; Selman et al., 
2008), suggèrent que la voie de signalisation de l’IGF-1 et de l’insuline peut avoir un impact 
direct sur le stress oxydatif et que cet effet peut être directement lié aux effets sur la longévité.  
Cette suggestion est appuyée grâce aux travaux de Lambert et al. (2004), qui ont démontré 
qu’une supplémentation d’insuline chez les rats sous RC pouvait augmenter la production de 
H2O2.  
 
IV.5 Les différentes voies de signalisation impliquée dans la RC 
IV.5.1 La voie de signalisation mTOR : la voie de la durée de vie 
Diverses voies de signalisation et procédés ont été proposés pour expliquer 
l'augmentation de l’espérance de vie via la RC. Certains gènes ont été suggérés comme étant 
essentiels pour l'extension de la durée de vie.  
La cible de la rapamycine (Target Of Rapamycin : TOR) est une famille conservée de 
sérine-thréonine kinases qui sont sensibles au stress, aux nutriments et aux facteurs de 
croissance. La caractéristique principale de ces kinases est leur domaine de liaison pour la 
rapamycine qui inhibe leur activité kinase, d'où le nom. Chez les mammifères, TOR est 
appelée mTOR (Edgar, 2006). L'implication de la voie de TOR dans le vieillissement et la 
détermination de la durée de vie est survenue en premier à partir d'études utilisant des mutants 
qui conduisent à une réduction de la voie de signalisation TOR. Il a été montré que ces 
mutants allongent la durée de vie à la fois chez C. Elegans et la drosophile (Vellai et al., 2003 
; Jia et al., 2004 ; Kapahi et al., 2004 ; Meissner et al., 2004 ; Luong et al., 2006 ; Hansen et 
al., 2007 ; Pan et al., 2007 ; Hansen et al., 2008 ; Stanfel et al., 2009 ; Kaeberlein, 2010). 
Chez la souris Ames dwarf, il existe des preuves pour une régulation diminuée de l'activité de 
la voie mTOR (Sharp et Bartke, 2005). L’ensemble de ces données suggèrent un lien possible 
entre la voie TOR et la RC (Kapahi et al., 2004 ; Hansen et al., 2007). Il a été démontré que la 
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voie de signalisation IGF-1 interagit avec la voie de TOR (Edgar, 2006) et est également 
impliquée dans la réponse à la RC.  
En aval de l’action de mTOR, la protéine ribosomique S6 kinase 1 (S6K1) peut être 
identifiée. S6K1 influe sur la croissance et le métabolisme via plusieurs processus différents. 
Il s'agit notamment des effets sur la machinerie traductionnelle et sur la protéine kinase de 
l'adénosine monophosphate (MAPK). De plus, S6K1 interagit avec la voie de signalisation de 
l'insuline par phosphorylation du récepteur à l'insuline. Le rôle clé de S6K1 dans la 
détermination de la durée de vie a été montré grâce aux observations  du mutant S6K1 (- /-). 
Chez cette souris, la durée de vie est prolongée de 9% par rapport aux contrôles WT. Cet effet 
était tous sexes confondus. Chez les femelles la durée de vie a été prolongée de 19%, mais 
chez les mâles il n'y a pas d'effet significatif (Selman et al., 2009). 
De plus, Cota et al. (2006) ont démontré que la voie de signalisation mTOR joue un 
rôle dans les mécanismes cérébraux qui répondent à la disponibilité des nutriments et la 
régulation du bilan énergétique. Chez le rat, la voie de signalisation mTOR est contrôlée par 
le niveau d'énergie dans les régions spécifiques de l'hypothalamus et est co-localisée avec le 
neuropeptide Y. L'administration centrale de leucine augmente la signalisation de mTOR 
hypothalamique et diminue la prise alimentaire et le poids corporel. De plus, la leptine 
augmente l'activité de mTOR hypothalamique, et l'inhibition de mTOR augmente l’effet 
anorexigène de la leptine. Ainsi, la protéine mTOR est un capteur de carburant cellulaire dont 
l'activité hypothalamique est directement liée à la régulation de l'apport énergétique. 
Chez la souris et d’autres modèles d’étude soumis à une RC, mTOR semble être le 
candidat principal impliqué dans la régulation de la durée de vie chez les animaux sous RC 
(Sharp, 2011). 
 
IV.5.2 La voie de signalisation des sirtuines : la voie de la longévité 
Les protéines sirtuines (de SIRT1 à SIRT7) ont une activité désacétylase NAD
+
 
dépendantes et régulent de nombreuses protéines qui sont en lien avec le métabolisme 
énergétique, la survie cellulaire et la longévité (Michan et Sinclair, 2007). Chez certains 
organismes, les sirtuines régulent la réparation des dommages à l’ADN, la stabilité 
chromosomale et la transcription des gènes (Hao et Haase, 2010). Récemment, Lin et al. 
(2004) ont conclu que les protéines sirtuines jouent un rôle important dans l'action de la RC 
sur la longévité via l'activité désacétylase de cette protéine qui provoque une diminution du 
métabolisme et de la production de ROS. Il a été observé qu’une augmentation de l’activité de 
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SIR-2 (homologue de SIRT1 essentiellement localisé dans le noyau) étend la longévité chez la 
levure, le vers et la drosophile (Chen et al., 2008). Il a été fait des constatations indiquant qu'il 
est probable que l'activité désacétylase des sirtuines soit également impliquée dans l'extension 
de la vie induite par la RC chez les espèces de mammifères (Masoro, 2004 ; Picard et al., 
2004 ; Wood et al., 2004 ; North et Sinclair, 2012). Il a été montré dans des cellules en culture 
que SIRT1 augmente en réponse à une diminution de nutriments (Kanfi et al., 2008). SIRT1 
contrôle également les voies de la néoglucogenèse et de la glycolyse dans le foie en réponse à 
un jeûne par une interaction avec des co-activateurs de la transcription. SIRT1 induit donc 
l'expression de gènes de la néoglucogenèse et de la production de glucose hépatique, et 
supprime les gènes de la glycolyse (Rodgers et al., 2005 ; Gerhart-Hines et al., 2007). SIRT1 
peut aussi être un médiateur important de la sensibilité à l'insuline (Sun et al., 2007). Il a 
également été suggéré que SIRT1 pouvait avoir potentiellement un rôle neuroprotecteur via 
les effets protecteurs de la RC dans le cerveau (Han, 2009; Tang et Chua, 2008; Anekonda et 
Reddy, 2006 ; Wang et al., 2010). Dans la maladie d’Alzheimer, le peptide β-amyloïde 42kDa 
(Aβ42) est responsable de la formation des plaques amyloïdes ce qui engendre des altérations 
neuronales qui conduisent à des déficits mnésiques. L’Aβ42 intracellulaire stimule la 
surexpression d’une protéine suppresseur de tumeur, la p53, et l’augmentation de facteurs de 
transcription pouvant provoquer l’apoptose dans les neurones (Culmsee et Mattson 2005 ; 
Ohyagi et al., 2005). Il a été proposé deux rôles de SIRT1 dans le noyau des neurones touchés 
par la maladie d’Alzheimer. Tout d'abord, SIRT1 peut désacétyler et réprimer l'activité de p53 
dans les neurones et prévenir la mort apoptotique de ces neurones. Deuxièmement, SIRT1 
peut désacétyler et réprimer les activités apoptotiques des protéines FOXO et promouvoir la 
survie neuronale (You et Mak, 2005). 
Chez les souris SIRT1 (-/-) il n'y a pas d'impact sur la longévité après une RC de 40% 
(Boily et al., 2008). Ces résultats mettent en avant un rôle essentiel de SIRT1 dans 
l’augmentation de la durée de vie dans un protocole de RC. Cette hypothèse est renforcée par 
l'observation que ces souris transgéniques montrent de nombreuses caractéristiques 
physiologiques, comme la diminution du niveau d’insuline et une baisse de la reproduction 
qui sont semblables à ceux observés chez les animaux sous RC (Bordone et al., 2007 ; Imai, 
2007). 
D'autres membres de la famille des sirtuines peuvent également être des éléments 
importants dans la réponse à une RC (Tableau 5). Des tendances similaires à celles observées 
avec SIRT1, ont été observées avec SIRT6 dans des cultures cellulaires indiquant une réponse 
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à une carence en nutriments (Kanfi et al., 2008). De plus, SIRT3 est exprimé dans les 
mitochondries et est situé sur la membrane mitochondriale interne et apparaît également 
sensible à la RC (Shi et al., 2005). Le niveau protéique de SIRT3 dans le muscle squelettique 
(Palacios et al., 2009) et le tissu adipeux (Shi et al., 2005) est augmenté dans la RC et est 
diminué avec une alimentation riche en graisses. SIRT3 peut également être un élément clé 
régulant l'activation des mécanismes de défense contre le stress oxydatif dans la RC (Someya 
et al., 2010). SIRT2 peut aussi avoir un rôle important en modulant le stress oxydatif (Wang 
et al., 2007) et en inhibant la prolifération des cellules adipeuses (Wang et Tong, 2009). 
 
 
Tableau 5 : Les différentes sirtuines, leurs localisations, leurs fonctions cellulaires et interactions chez les mammifères 
(source : Anekonda et Reddy, 2006) 
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Figure 27 : Action de la restriction calorique et voies de signalisation potentielles impliquées dans la longévité 
 
IV.6 Les mutants de la restriction calorique chez la souris 
 Ainsi, nous savons que la RC augmente très efficacement la durée de vie, mais 
entraîne aussi d'importants effets secondaires sur la croissance, le métabolisme, … La RC 
modifie significativement l'expression de très nombreux gènes, et diminue aussi, par exemple, 
très efficacement l'IGF-I circulant. D'autres part, il a été découvert que certaines mutations 
spontanées chez la souris confèrent une longévité accrue à ces individus, et ceci malgré des 
phénotypes complexes dûs à la carence de plusieurs hormones hypophysaires, comme la GH 
et la FSH. Ces souris mutantes, l'Ames dwarf (Prop1) et le Snell dwarf (Pit1), montrent eux 
aussi d'importantes anomalies du métabolisme et de la croissance. Une mutation ciblée du 
récepteur de la GH (GHRKO) chez la souris a pu identifier cette activité hormonale comme 
étant plus directement liée à la régulation de la durée de vie chez les mammifères. 
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IV.6.1 Le mutant Ames dwarf 
En 1996, il a été montré que les souris Ames dwarf vivent beaucoup plus longtemps 
que leurs semblables (Brown-Borg et al., 1996). L'extension de la durée de vie de ces 
animaux est très grande, environ 50% chez les mâles et plus de 60% chez les femelles 
(Brown-Borg et al., 1996). Les souris Ames dwarf sont homozygotes pour une mutation 
récessive de Prop1 (gène situé sur le chromosome 11), qui interfère avec le développement 
d'une lignée cellulaire spécifique dans l’hypophyse antérieure pendant le développement fœtal 
(Sornson et al., 1996). Cela conduit à l'absence de trois types de cellules adénohypophysaires, 
qui sont somatotropes, lactotropes et thyréotropes, et qui donne lieu à un déficit de trois 
hormones respectives, à savoir la GH, la prolactine (PRL), et l’hormone stimulant la 
thyroïde (TSH) (Bartke, 1964 ; Bartke, 2000 ; Sornson et al., 1996). Les animaux atteints sont 
de taille à peu près normale à la naissance, mais leur croissance est ralentie. Leur poids 
corporel adultes est d'environ un tiers de celui des souris normales. Les taux d’IGF-I et de 
thyroxine sont extrêmement faibles, et la maturation sexuelle est retardée (Bartke, 2000 ; 
Chandrashekar et Bartke, 1993 ; Borg et al., 1995). Les femelles peuvent produire des ovules 
fécondables mais sont infertiles, car chez les rongeurs la PRL est absolument nécessaire pour 
le maintien du corps jaune et la production de progestérone, ce qui est nécessaire pour 
l'entretien de la gestation (Bartke, 1965 ; Bartke et al., 2000). Les effets de cette mutation sur 
la longévité sont certainement dus à des carences en GH, PRL et TSH. Ils montrent également 
des signes de réduction du stress oxydatif mitochondrial (Hsieh et Papaconstantinou, 2009). 
Une extension de la durée de vie comparable a été détectée chez les souris Snell dwarf 
(Miller, 1999). Ces animaux ont un phénotype endocrinien identique aux Ames dwarf dû à 
une mutation d'un gène différent situé sur un autre chromosome. 
 
IV.6.2 Le mutant Snell dwarf 
Les souris Snell dwarf (Snell, 1929) sont homozygotes pour une mutation récessive de 
Pit1, gène qui est situé sur le chromosome 16 (Li et al., 1990). Le gène Pit1 contrôle la 
différenciation des cellules somatotropes, lactotropes et thyréotropes ce qui conduit à une 
déficience de GH, PRL, et TSH qui conduit à un phénotype identique à celui des souris Ames 
dwarf (Lichtenberger et Bartke, 1979 ; Li et al., 1990 ; Bartke, 1965).  
Les données sur la longévité des souris Ames et Snell dwarf ont été récemment 
analysés par Miller (1999). Les résultats de cette analyse révèle que les droites des graphiques 
décrivant les relations entre la survie et l'âge, et entre le risque de mortalité et l'âge, chez les 
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souris dwarf et les souris normales, sont parallèles. Cela implique que, si le vieillissement 
chez la souris dwarf est considérablement retardé. C'est un point très important car il implique 
que la longévité prolongée de ces animaux n'est pas due à une plus longue période de la 
sénescence, mais plutôt à un retard du vieillissement. Les résultats d'une évaluation 
quantitative des changements avec l'âge de l’apprentissage et de la mémoire des souris Ames 
dwarf par rapport aux souris normales (Kinney et al., 2001) appuient cette conclusion. 
 
IV.6.3 Le mutant GHRKO 
L’équipe de Kopchick a réussi à produire un modèle animal avec une perturbation 
ciblée ("knock-out": KO) du gène Ghrbp codant pour le récepteur à la GH (Zhou et al., 1997). 
Ces souris GHRKO produisent la GH mais ne sont pas capable de répondre à cette production 
à cause de l'absence de récepteur à la GH. Par conséquent, ils présentent un déficit d'IGF-I 
dans la circulation périphérique et un retard de croissance postnatale. Le poids corporel des 
adultes GHRKO chez cette souris est 50% inférieur à celui des souris WT (Lin et al., 1993). 
Une perturbation du gène codant pour le récepteur à la GH provoque une résistance à la GH, 
qui est le défaut majoritaire du système endocrinien chez les souris GHRKO. Ces souris 
mutantes ont donc des taux circulants d'IGF-I et d'insuline très fortement diminués, ont une 
durée de vie nettement augmentée, et ont un vieillissement différé (Zhou et al., 1997 ; 
Coschigano et al., 2000 ; Bartke et al., 2002 ; Coschigano et al., 2003 ; de Magalhaes et al., 
2005 ; Bonkowski et al., 2006 ; Masternak et al., 2009).  
Les taux plasmatiques de PRL ne sont pas diminués mais sont, en fait, 
significativement plus élevées (Chandrashekar et al., 1999). Cela peut représenter une réponse 
compensatoire en l'absence de signalisation de la GH. Les concentrations plasmatiques 
d'hormones thyroïdiennes, comme la thyroxine (T4) et la triiodo-thyronine (T3), sont 
significativement diminuées (Hauck et al., 2001), sans doute comme une conséquence 
secondaire de la réduction des niveaux d'IGF-1 (Bartke, 1965 ; Maiorano et al., 2000). Les 
femelles et les mâles sont fertiles, bien que la puberté soit retardée et la fertilité réduite (Zhou 
et al., 1997 ; Chandrashekar et al., 1999 ; Bartke et al., 1999). Chez les mâles, les effets de 
 l'hormone de libération de la lutéinostimuline (LHRH) et l'hormone lutéinisante (LH) et la 
libération de LH et de testostérone sont réduits (Chandrashekar et al., 1999). Récemment, 
Coschigano et al. (2000) ont fait état d'une extension significative de la durée de vie chez les 
souris GHRKO par rapport aux souris normales. Les différences de durée de vie entre la 
GHRKO et les souris normales ont varié de 38% à 55%, selon le sexe. Cependant, la 
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surexpression de GH raccourcit la longévité chez la souris (Wolf et al., 1993). Les résultats 
des études comportementales chez les souris GHRKO (Kinney et al., 2001) indiquent que, la 
situation est semblable à ce qui se produit chez les souris Ames dwarf, la longévité prolongée 
de ces animaux est associée à un retard du vieillissement cognitif. 
 
Les mécanismes responsables du vieillissement retardé et de l’augmentation de la 
longévité chez les souris Ames dwarf, Snell dwarf et GHRKO n'ont pas été élucidés et font 
l'objet de plusieurs études. Cependant, quelques-unes des caractéristiques physiologiques de 
ces animaux sont susceptibles de contribuer à leur longévité, notamment, l’amélioration des 
défenses des antioxydants, la diminution de la température corporelle et du métabolisme, 
l’hypoglycémie et l’hypoinsulinémie, la diminution du poids et de la taille des souris, la 
réduction du nombre de cellules en division, l’hypogonadisme et l’altération de l’expression 
génique (Bartke et al., 2001). 
 
IV.7 Les effets de la RC sur le système vasculaire 
IV.7.1 La RC et les facteurs de risque des maladies cardiovasculaires (FDRCV) 
La restriction calorique a toujours été en faveur de l’augmentation de l’espérance de 
vie mais aussi en faveur d’une prévention vis-à-vis des changements fonctionnels et 
structurels associés à l'âge du système cardiovasculaire (Haddad et al., 1993 ; Taffet et al., 
1997 ; Guo et al., 2002 ; Castello et al., 2005 ; Seymour et al., 2006 ; Mager et al., 2006 ; 
Colman et al., 2009 ; Fontana et al., 2010). En effet, il a été montré que la RC améliore la 
vasodilatation artérielle (Dolinsky et al., 2010 ; Rippe et al.,2010) et retarde le développement 
des lésions athérosclérotiques chez les rongeurs (Guo et al., 2002). De manière général, la RC 
peut avoir un effet sur le système vasculaire à la fois en améliorant les facteurs de risque 
systémiques des maladies coronariennes (par exemple, les lipides plasmatiques, les niveaux 
de glucose et la pression artérielle) et en modulant les fonctions cellulaires et l'expression des 
gènes dans les cellules endothéliales et dans les CML afin de créer un microenvironnement 
dans le paroi vasculaire, qui ne sera pas en faveur de l’athérogenèse (par exemple, 
l'atténuation de la production de ROS). L'athérosclérose est une maladie inflammatoire. 
L'événement déclencheur dans la progression de l'athérosclérose, suspecté, est le 
développement de la dysfonction endothéliale. Les causes possibles de la dysfonction 
endothéliale comprennent des concentrations élevées de LDL (Low Density of Lipoprotein)  
oxydées, la production de ROS, l’hypertension et le diabète. La libération des facteurs de 
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croissance par l’endothélium conduit à la séquestration des lymphocytes et l’accumulation des 
macrophages dans le sang pour permettre la migration et la prolifération des cellules 
musculaires lisses. 
 
Hormis, la perte de poids, la RC améliore significativement le profil des facteurs de 
risque cardiovasculaire chez des individus présentant une obésité. Parmi ces FDRCV, on 
trouve une amélioration de l’indice de masse corporelle (IMC), une diminution de la pression 
artérielle (Apfelbaum, 1978), une diminution du tour de taille, une diminution de la 
circonférence des hanches, une réduction de la graisse corporelle totale et des taux de 
cholestérol total et de triglycérides diminués (Pereira et al., 2004).  
 
IV.7.2 Les effets de la RC sur la fonction endothéliale 
Les effets directs de la RC sur la fonction vasculaire ne sont pas bien caractérisés. Il 
est généralement accepté que la libération de NO à partir de l’endothélium  exerce des effets 
cardioprotecteurs et vasoprotecteurs, tels que le maintien du flux sanguin au niveau des 
coronaires, l'inhibition de l'agrégation plaquettaire et de l'adhérence des cellules 
inflammatoires dans les cellules endothéliales, et la perturbation des cytokines pro-
inflammatoires. De nombreuses données expérimentales montrent que le vieillissement altère 
la production de NO endothéliale (Csiszar et al., 2005). Il a été suggéré que cette altération 
joue un rôle dans l'athérogenèse. Des données récentes suggèrent que la RC restaure la 
dysfonction endothéliale chez les rats âgés, en augmentant l’expression de eNOS et son 
activité (Csiszar et al., 2008). De même l’expression de SIRT1 augmente chez les rats âgés 
sous RC (Sasaki et al., 2002). De plus, la vasorelaxation dépendante de l’endothélium suite à 
une application d'acétylcholine est nettement diminuée chez les animaux âgés par rapport à 
des animaux jeunes, mais cet effet est amélioré par la RC chez les animaux âgés (Zanetti et 
al., 2010). SIRT1 a également été impliqué dans la protection cardiovasculaire (Csiszar et al., 
2009 ; Mattagajasingh et al., 2007 ; Yu et al., 2009). 
 
Bien que les acteurs en amont des effets vasculaires de la RC ne soient pas bien 
compris, il existe des données suggérant que la RC régule à la fois l’activité et l’expression de 
eNOS via l’activation de SIRT1. Une étude intéressante a récemment montré que SIRT1 et 
eNOS sont co-localisés dans les cellules endothéliales et SIRT1 désacétyle eNOS afin de 
stimuler l'activité eNOS et d’augmenter le NO endothélial. D'autres études sont nécessaires 
Chapitre IV : Restriction calorique Contexte scientifique 
Carole Georgeon-Chartier – vieillissement vasculaire cérébral - 2012 
 
97 
pour élucider définitivement si l’activation de SIRT1 augmente la biodisponibilité du NO 
améliorant la fonction endothéliale chez les animaux âgés sous RC (Mattagajasingh et al., 
2007). 
 
IV.8 La RC chez les souris SAMP8 : effets sur la mémoire et l’apprentissage 
Aujourd’hui, il existe seulement trois études ayant utilisé un protocole de RC chez la 
souris SAM et plus précisément chez les souris SAMP8.  
Ce n’est seulement qu’au début du 21ème siècle que certains chercheurs se sont 
intéressés aux effets de la RC chez des souris à vieillissement accéléré. Il a tout d’abord été 
étudié les effets de la RC chez des souris SAMP8 sur les altérations de la mémoire et de 
l’apprentissage liés au vieillissement. Parmi ces altérations, il y a une diminution des niveaux 
de certains neurotransmetteurs, comme l’acétylcholine (ACh), la dopamine et la sérotonine. 
On observe également une diminution de l’activité de certaines enzymes impliquées dans la 
libération de neurotransmetteurs. L’étude de Kim et Choi (2000) montre clairement une 
augmentation des niveaux d’ACh dans l’hippocampe, de dopamine et de sérotonine dans le 
cervelet, suite à un régime restreint en calorie chez les souris SAMP8 à 12 mois par rapport 
aux souris Ad libitum. Dans cette étude, la RC a été initié après le sevrage à 4 semaines chez 
des femelles. Il a également été observé une diminution des ROS de 20% chez les souris RC 
par rapport aux souris Ad libitum. Ces résultats suggèrent que l’inhibition des effets du stress 
oxydatif suite à une RC, peut jouer un rôle central dans l’atténuation des changements liés au 
vieillissement observés chez les animaux SAMP8, utilisés comme modèle de démence. 
Une seconde étude s’est intéressée aux effets de la RC sur l'apprentissage et la mémoire 
via l’étude de la mémoire non déclarative grâce à un test d’évitement passif et via l’étude de 
coupes histologiques du tronc cérébral chez la souris SAMP8 par rapport aux souris contrôles 
SAMR1. Les souris SAM sont exposées à des déficits précoces de l’apprentissage et de la 
mémoire dans différentes tâches, telles que les tests d’évitement passif (Miyamoto et al., 
1986 ; Yagi et al., 1988) et actif (Flood et Morley, 1993) et des tâches d'apprentissage spatial 
(y compris le test du labyrinthe aquatique de Morris) (Miyamoto et al., 1992). Bien qu'aucun 
effet de la RC n’ait été observé dans le maintien de la réponse à l’évitement passif chez les 
souris SAMP8 et SAMR1, l'acquisition de la tâche a été significativement améliorée par la 
RC chez les souris SAMP8. Ces observations suggèrent que l'amélioration de l'acquisition de 
la tâche chez les souris SAMP8 sous RC est probablement due aux changements dans la 
fonction neuronale, plutôt que l'altération histologique dans le tronc cérébral. En effet, la RC 
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n’a pas montré d’amélioration histologique dans le tronc cérébral chez les souris SAMP8 
(Takahashi et al., 2006). 
Une étude plus récente, décrite par Komatsu et al. (2008), a montré que l’amélioration 
de l’apprentissage et de mémoire chez la souris SAMP8 sous RC, est bien due à la diminution 
de calorie et non à la diminution d’un nutriment (Carbohydrate, lipides et protéines). Ils ont 
testé différents régimes isocaloriques chez la souris SAMP8 sur la mémoire et l’apprentissage 
grâce à un test d’évitement passif et ont montré que ni le régime riche en lipides, ni le régime 
riche en protéine n’affectaient les performances de cette tâche.  
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I. Animaux 
Durant les travaux de cette thèse deux modèles d’étude ont été utilisés : les souris 
C57Bl6/J mâles, pour étudier le vieillissement vasculaire cérébral, et les souris SAMP8 et 
souris contrôle SAMR1 mâles, utilisées pour étudier l’effet de la RC sur le vieillissement 
vasculaire cérébral.  
Les animaux ont été élevés en cages collectives avec eau et ont été nourris Ad libitum 
pour les souris C57Bl6/j et nourris avec une alimentation régime (contrôle et restreint en 
calories) pour les souris SAM (voir paragraphe II). Toutes les souris ont été maintenues dans 
un environnement dépourvu de pathogène à température ambiante (22°C  1°C) et à 68% 
d’humidité. Un rythme nycthéméral leur est imposé par une période diurne (7h-19h) et une 
période nocturne (19h-7h). 
Trois stades de vieillissement ont été définis pour les souris C57Bl6/j :  
- Un stade « jeune post-servage» où les souris sont âgées de 1 mois 
- Un stade « jeune adulte » où les souris sont âgées de 2 mois 
- Un stade « adulte » où les souris sont âgées de 6 mois 
- Un stade « âgé » où les souris sont âgées de 20-22 mois 
 
Quatre groupes expérimentaux ont été définis pour les souris SAM pour chaque sexe :  
- Un groupe SAMR1 alimentation contrôle 
- Un groupe SAMR1 régime « restriction calorique » 
- Un groupe SAMP8 alimentation contrôle 
- Un groupe SAMP8 régime « restriction calorique » 
 
II. Régimes alimentaires des souris SAMP8 et SAMR1 
Toutes les souris SAMP8 et SAMR1 ont reçu un régime contenant 9-11% de lipides, 
52-58% de glucides et 33-37% de protéines pendant une durée de 5 mois. Les souris sont 
soumises soit à un régime contrôle (ssniff® R/M-H) soit à un régime restreint en calories 
(RC) de 29% (ssniff® R/M Ered II). La proportion des différents nutriments ne varie pas, 
c’est pourquoi l’énergie totale est identique pour les deux régimes, mais seule l’énergie 
métabolisable est réduite de 29% pour le régime RC.  Cette réduction est due à la composition 
de la fraction glucidique dont les fibres représentent 14% (vs 4.9% pour le régime contrôle) et 
sont constituées principalement de cellulose, nutriment non métabolisable (Tableau 6). La 
quantité de vitamines, minéraux et oligo-éléments reste équivalente entre le régime contrôle et 
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le régime RC. La nourriture qui est pesée, quelque soit le régime, est donc identique à chaque 
souris, il correspond à 5g de nourriture/jour/souris. La croissance pondérale des animaux a été 
suivie tout au long de la période de préparation des animaux. 
 
 
 
Tableau 6 : Composition des régimes contrôle et RC utilisés pour les souris SAMR1 et SAMP8. Ces régimes ont été 
commencés dès la fin du sevrage et ont duré 5 mois. La quantité administrée pour chaque souris est identique quelque 
soit le régime, seule l’énergie métabolisable est diminuée de 29% pour le régime RC. 
 
III. Prélèvements et dissection des vaisseaux cérébraux 
Les animaux ont été sacrifiés par dislocation cervicale. Après décapitation et ouverture 
de la boîte crânienne, le cerveau est prélevé et maintenu dans une solution PBS/PS (Phosphate 
Buffered Saline/Pénicilline Streptomycine) à 4°C. Ensuite, sous la loupe binoculaire, les 
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artères cérébrales antérieures (ACA), moyennes (ACM) et postérieures (ACP) sont prélevées 
à partir du polygone de Willis (Figure 28). Les vaisseaux sont ensuite disséqués, ce qui 
consiste à la résection de l’adventice (tunique externe) et de l’endothélium de façon à ce qu’il 
ne réside que la structure d’intérêt, c'est-à-dire les couches de cellules musculaires lisses. 
 
 
 
Figure 28 : Prélèvement et dissection des artères cérébrales à partir de la face ventrale au niveau du polygone de 
Willis – ACA : artère cérébrale antérieure ; ACM : artère cérébrale moyenne ; ACP : artère cérébrale postérieure 
 
IV. Etude génomique par RT-qPCR 
Dans notre étude la technique de PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitative nous 
permet de quantifier le niveau d’expression des ARNm des différents acteurs de la 
signalisation calcique dans les myocytes des artères cérébrales. Elle nécessite, au préalable, 
l’extraction des ARN totaux des structures étudiées puis la réalisation d’une transcription 
inverse des ARN messager (ARNm) en ADN complémentaire (ADNc). 
 
IV.1 Extraction des ARN totaux des différentes artères cérébrales 
Après prélèvement des artères cérébrales, ACA, ACM et ACP sont placées dans des 
tubes, à 65°C pendant 15 minutes, contenant du tampon de lyse (300 µl) et de la protéinase K 
(1 µl à 50 µg/µl) afin d’inactiver les RNAses et d’augmenter l’efficacité de la lyse et ainsi 
extraire les ARN totaux. Le protocole d’extraction est réalisé à l'aide d'un kit de purification 
Masterpure (Epicentre®, Biotechnologies). Cette phase d'extraction est organisée en trois 
étapes : 
- Elimination des protéines : les ARN totaux sont isolés des autres constituants 
cellulaires par des étapes successives de précipitation et de centrifugation des protéines suivie 
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de celles des acides nucléiques. L'étape de précipitation des protéines consiste à ajouter 150 µl 
de MPC (Protein Precipitation Reagent) aux lysats, suivie d'une étape de centrifugation à 
14 000 rpm pendant 10 min à 4°C. La phase précipitée (contenant les protéines) se sépare de 
la phase aqueuse (contenant les ARN). Le surnageant, correspondant à la phase aqueuse, est 
prélevé et transféré dans un tube propre. Les acides nucléiques sont ensuite précipités en 
ajoutant 500 µl d'isopropanol. Une étape de centrifugation à 14 000 rpm pendant 10 min à 
4°C permet d’enlever le surnageant d’isopropanol et garder les acides nucléiques qui ont 
formé un « culot » au fond du tube. 
- Elimination de l’ADN : le culot d’acides nucléiques est repris dans une solution de 
DNAse I (1U/µl) et incubé 40 minutes à 37°C. La DNAse est ensuite précipitée dans une 
solution composée de 200 µl de solution de Tampon de lyse 2X et 200 µl de MPC. Les tubes 
sont ensuite centrifugés à 14 000 rpm pendant 10 min à 4°C. Le surnageant contenant les 
ARN totaux est récupéré dans un tube propre. 
- Purification des ARN totaux : après ajout de 500 µl d'isopropanol au surnageant, la 
solution est centrifugée 10 minutes à 14 000 rpm à 4°C. Après avoir enlevé le surnageant, le 
culot d’ARN est rincé avec 100 µl d’éthanol 75% puis séché sous hotte pour être repris dans 
24 µl d'H2O stérile et stocké au congélateur à -80°C. 
 
IV.2 Dosage et qualification des ARN totaux 
La quantification des ARN totaux et la mesure du ratio A260/A280 ont été faites à 
l’aide d’un spectrophotomètre (NanoDrop Thermo Technologies, Wilmington, USA) qui 
calcule la concentration en ARN à partir de la mesure de la densité optique à 260 nm. 
La qualification des ARN est faite en utilisant un système d’électrophorèse sur puce 
(kit RNA High Sens Experion
TM
 Bio-Rad). Brièvement, 1 µl d’ARN linéaire de chaque 
échantillon à doser est déposé dans les puits de la puce. Cette puce est composée de canaux 
microgravés et permet ainsi de s’appuyer sur le même principe que l’électrophorèse, en 
faisant migrer les échantillons à travers les microcanaux selon un gradient électrochimique. Il 
a été préalablement déposé dans cette puce, 9 µl de solution « GS » dans le puits d'amorçage, 
qui est une matrice de séparation, 6 µl de solution « Sensitivity Enhancer » (solution 
augmentant la sensibilité de détection des ARN en faible concentration), 5 µl de Tampon de 
charge dans chaque puits et 1 µl de marqueur de taille dans le puis du Ladder. La puce est 
ensuite insérée dans la station d'électrophorèse. Les différents composants de l’échantillon 
d’ARN sont séparés par électrophorèse et détectés par fluorescence grâce à un agent 
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intercalant. Les composants sont représentés sous forme de bandes et d’un 
électrophorégramme virtuel. Le ratio des ARN ribosomique (28S/18S) permet de vérifier la 
qualité et l’intégrité des ARN de l'échantillon, grâce à un profil électrophorétique (Figure 29). 
 
Figure 29 : Profil électrophorétique d'un échantillon d'ARN, avec détection des pics d'ARN ribosomique 18S et 28S 
(A) - Electrophorégramme virtuel (B) 
 
IV.3 Rétro-transcription (RT) 
Les ARNm subissent une transcription inverse, appelée rétro-transcription, afin 
d’obtenir des brins d’ADN complémentaire (ADNc). L’ADNc est synthétisé par la reverse 
transcriptase Sensiscript® (Qiagen). Pour chaque échantillon, 12 µl d’ARN totaux 
(4,17 ng/µl) est rétro-transcrit pour donner en quantité équivalente, 50 ng d’ADNc. 
Brièvement les échantillons d’ARN sont incubés pendant 5 minutes à 65°C en présence de 
2 µl d'amorces oligodT (Promega - 0,5 µg/µl). Durant cette étape, les oligodT s’hybrident à la 
queue polyA des ARNm. La phase de rétro-transcription est réalisée pendant 60 minutes à 
37°C, dans un volume final de 20 µl contenant 2 µl de tampon 10x, 2 µl de dNTP (5mM), 
10 unités/µl de RNAsin (empêchant la dégradation des ARN) ainsi que 1 µl de rétro-
transcriptase (RT). Puis une troisième incubation pendant 5 min à 93°C est réalisée pour 
inactiver la RT. 
 
IV.4 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
La PCR en temps réel est réalisée à l’aide du CFX96TM (Bio-Rad). Le principe de la 
réaction de PCR permet d’amplifier in vitro une région spécifique d’un gène afin d’en obtenir 
une quantité suffisante pour le détecter et l’étudier. La détection de l’amplifiat néosynthétisé 
se fait après chaque cycle, grâce à un fluorochrome, le SYBR Green I. Cet agent intercalant se 
lie préférentiellement à l’ADN double-brin néosynthétisé. L’augmentation du signal 
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fluorescent est directement proportionnelle à la quantité d’amplicons générés durant la 
réaction de PCR. En mesurant la quantité de fluorescence émise à chaque cycle, il devient 
possible de suivre la réaction de PCR.  
Les séquences des amorces sens et anti-sens utilisées pour l’amplification de chaque 
gène sont présentées dans le Tableau 7.  
Une étape d’activation de l’enzyme pendant 3 minutes à 95°C est nécessaire avant 
d’initier le programme de PCR. Ce dernier comprend généralement 45 cycles d’amplification 
de 3 étapes chacun (Figure 30) : 
- Dénaturation : 10 secondes à 95°C 
- Hybridation des amorces : 30 secondes à 60°C (cette température peut varier selon 
l’amorce utilisée) (Tableau 7) 
- Elongation : 20 secondes à 72°C 
 
 
Figure 30 : Protocole d'un cycle de qPCR répété 45 fois – (1) Phase de dénaturation générale pré-PCR (2) Phase de 
dénaturation (3) Phase d’hybridation des amorces (4) Phase d’amplification (5) Répétition des phases (2), (3) et (4) 
pendant 45 cycles (6) Etape de courbe de fusion (7) Refroidissement général 
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Tableau 7 : Séquences et températures d'hybridation des amorces des gènes étudiés par PCR. Ces séquences 
correspondent à des séquences publiées ou dessinées au laboratoire à l'aide du logiciel Primer 3 et sont vérifiées sous 
BLAST – Encadré rouge correspond aux gènes de référence utilisés dans nos études 
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En fin de phase d’élongation la fluorescence du SYBR Green I est mesurée et 
enregistrée à chaque cycle.  
L’étape finale du programme est la fusion des produits de PCR qui permet de vérifier 
la spécificité de l’amplification. Ce programme se compose d’une étape de 10 secondes à 
97°C, de 5 secondes à 65°C et d’une montée lente en température à 97°C durant laquelle 
l’émission de fluorescence SYBR Green I est mesurée.  
Pour chaque paire d’amorce utilisée, la courbe de fusion ne présente qu’un seul pic de 
fusion après PCR, ce qui montre la spécificité de l’amplification (Figure 31).  
 
 
Figure 31 : Courbe de fusion après PCR qui présente la spécificité d’un amplifiat grâce à l'obtention d'un seul pic qui 
correspond à la température à laquelle il y a 50% de simple brin et 50% de double brin 
 
IV.5 Analyse des produits d’amplification 
La quantité d’ARNm n’est pas connue en valeur absolue mais sa proportion est 
déterminée par rapport à l’expression de gènes de référence (Tableau 7) : RPL13a (Ribosomal 
protein L 13a), HPRT1 (Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1) et YWHAZ (tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, zeta polypeptide) pour 
l’étude sur le vieillissement chez la souris C57Bl6/j, et UBC (Ubiquitine C), YWHAZ et 
SDHA (Succinate dehydrogenase complex, subunit A) pour l’étude sur la restriction calorique 
chez la souris SAM. Le nombre optimal et le choix des gènes de référence ont été déterminés 
expérimentalement par la méthode GeNorm (Vandesompele et al., 2002). Afin de déterminer 
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les gènes de référence les plus stables (au nombre de 10 au total voir Tableau 7) dans nos 
conditions expérimentales, une comparaison de la variation de l'expression des gènes a été 
réalisée au moyen de coefficients de variation (CV). GeNorm utilise un algorithme pour 
calculer le MValue, une mesure de la stabilité d'expression génique. Une faible valeur du 
MValue indique une plus grande stabilité du gène de référence. Il a été considéré la valeur 0,5 
comme un seuil d’acceptabilité pour le MValue; les gènes avec un MValue inférieur à cette 
limite sont considérés comme acceptables pour la normalisation (Figure 32).  
 
 
Figure 32 : Détermination du MValue de chaque gène de référence testé. Plus le MValue est faible, plus le gène de 
référence est stable dans nos conditions expérimentales. Les cinq gènes apparaissant les plus stables ici sont HPRT1, 
YWHAZ, SDHA, RPL13a et UBC. 
 
Pour déterminer le nombre de gènes de référence qui doivent être utilisés pour la 
normalisation, GeNorm effectue également un calcul par paires entre les facteurs de 
normalisation séquentiels (NF). Il commence à calculer la variation par paires V2/3 entre la 
NF2 (comprenant les deux gènes de référence les plus stables) et le facteur de normalisation 
NF3 (comprenant les trois gènes de référence les plus stables). Ensuite, il effectue un calcul 
par paires Vn/n+1 entre le NFn et le NFn+1. Une valeur du rapport Vn/n+1 supérieure à 0,15 
indique que l'inclusion d'un gène de référence supplémentaire est nécessaire. 
Pour chaque gène (d'intérêt et de référence) et pour chaque échantillon, une courbe 
d’amplification est réalisée (Figure 33), témoignant de l’augmentation de la quantité de 
fluorescence à chaque cycle de PCR. Ces courbes d’amplification permettent de déterminer le 
Ct de chaque échantillon (Cycle Threshold : représentant l’interaction entre la tangente de 
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l’amplification exponentielle et la ligne de base).  
 
 
Figure 33 : Détermination du Ct de chaque échantillon par l'intersection entre la tangente de l'amplification 
exponentielle et la ligne de base. Chaque courbe d’amplification correspond à un échantillon unique. 
 
La quantité d’ARNm n'est pas connue en valeur absolue mais sa proportion est 
déterminée par rapport à l’expression des gènes de référence. Le calcul de l'expression 
normalisée est décrit dans la formule suivante:      
                                                                     
                                                                                          RQ sample (GOI) 
Normalized Expression sample (GOI) =  
                                                      (RQ sample (Ref 1) × RQ sample (Ref 2) × … × RQ sample (Ref n)
1/n
 
 
- RQ = quantité relative d'un gène dans l’échantillon 
- Ref = gène de référence  
- GOI = gène d'intérêt 
 
V. Localisation et détection de protéines par marquage immunofluorescent 
Les techniques d’immunofluorescence permettent de détecter l’expression d’une 
protéine et d’observer sa localisation au niveau cellulaire. Elles se répartissent en deux 
groupes, les réactions directes où l’anticorps (Ac) primaire spécifique d’une protéine est 
directement couplé à un réactif fluorescent appelé fluorochrome ou fluorophore et les 
réactions indirectes où l’Ac primaire est révélé par un Ac secondaire couplé au fluorochrome. 
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Les multiples marquages sont possibles en utilisant des combinaisons d’Ac couplés à des 
fluorochromes différents. 
V.1 Préparation des vaisseaux isolés et coupes de cerveau 
Pour les souris SAM, les artères piales sont prélevées et préparées comme décrit 
précédemment. Elles sont fixées dans une solution de fixation (paraformaldéhyde ou PFA 
4%) pendant au moins 30 minutes, puis conservés dans une solution de cryoprotection 
(glycérol 30%, éthylène glycol 30%, PB 0,4M pH 7,4) pour une utilisation ultérieure. Le 
cerveau de ces souris est prélevé et fixé dans une solution de PFA 4% pendant 72 heures à 
4°C. 
Pour les souris C57Bl6/j, la procédure est quelque peu différente. Ces animaux sont 
profondément anesthésiés par injection intra-péritonéale de pentobarbital sodique (1 mg/kg) 
avant de procéder à l’ouverture de la cavité abdominale et la rétractation du sternum. Le 
diaphragme est ensuite incisé afin de dégager le cœur. Le ventricule gauche est ensuite incisé 
afin d’introduire la canule de perfusion. Enfin, l’oreillette droite est sectionnée pour permettre 
le retour veineux et l’expulsion des liquides infusés. Une fois le dispositif en place, 100ml de 
tampon NaCl 0,1M (PB ; pH 7,4) sont injectés par perfusion intracardiaque dans tout le réseau 
vasculaire afin de rincer et de nettoyer les vaisseaux. Ensuite, 100ml de PFA 4%, maintenu à 
4°C, sont administrés pour fixer les tissus, dont le cerveau. Les particularités de notre 
protocole sont d’une part, d’ajouter de l’héparine (anticoagulant) dans la solution 
physiologique et d’autre part, de perfuser de manière très lente (débit : environ 3ml/min) afin 
de préserver l’intégrité des structures vasculaires cérébrales. Une fois la perfusion accomplie, 
les animaux sont décapités et les cerveaux sont prélevés puis post-fixés dans du PFA 4% 
pendant une nuit à 4°C.  
Les cerveaux fixés des souris SAM et C57Bl6/j sont ensuite incubés dans une solution 
de saccharose (30% v/v dans du PBS) afin de protéger les tissus lors de la congélation au 
moment de la coupe au microtome (Leica Microsystem). Les cerveaux sont placés sur la 
platine du microtome, coté postérieur (cervelet), et maintenus par une assise de glace. La 
température de la platine est diminuée jusqu’à congélation totale du tissu (-30°C), puis 
stabilisée à -18°C. Des coupes frontales sériées de 40 µm sont effectuées et stockées, jusqu’à 
utilisation, à -20°C dans une solution de cryoprotection.  
 
V.2 Immunomarquage des vaisseaux ou coupes de cerveau 
Après cinq rinçages de 10 minutes dans du PB 0,1M, les vaisseaux ou les coupes de 
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cerveaux sont baignés pendant 30 minutes dans une solution de saturation/perméabilisation 
(PB 0,1M ; Triton X-100 0,2% v/v ; sérum d’âne 2% v/v ; bovine serum albumin ou BSA 1% 
p/v). Le triton X-100 perméabilise les cellules, et la BSA et le sérum d’âne permettent de 
créer une solution saturante limitant le marquage non spécifique. Les Ac primaires, dirigés 
contre la protéine d’intérêt, sont ensuite ajoutés dans la solution de saturation à une 
concentration finale adaptée en fonction des Ac utilisés (Tableau 8). Les vaisseaux et coupes 
sont ensuite incubés dans cette solution pendant 48h à 4°C sous agitation. Au terme de cette 
étape, quatre rinçages de 10 minutes dans du PBS sont effectués avant incubation avec les Ac 
secondaires (Tableau 8) pendant 2 heures à température ambiante dans l’obscurité.  
 Pour marquer les noyaux des cellules, les préparations sont tout d’abord rincées trois 
fois au PBS pendant 10 minutes, avant d’être incubées pendant 20 minutes dans une solution 
de DAPI (4’,6’-diamidino-2-phénylindole 200 µg/l dans du PBS). Le DAPI est une molécule 
fluorescente, excitable à 405 nm et émettant à 480 nm, qui s’intercale dans l’ADN double 
brin.  
Les échantillons sont à nouveau rincés (deux rinçage de 10 minutes chacun) puis sont 
montés sur des lames de verre gélatinées dans le milieu de montage Fluoromount G®. Pour 
chaque série de marquage, une préparation est incubée sans anticorps primaire et est utilisée 
pour mesurer la fixation non spécifique des anticorps secondaires. Par souci de clarté, les Ac 
primaires et secondaires utilisés durant les différentes études sont répertoriés dans le Tableau 
8. 
Tous les échantillons ainsi marqués, sont observés sous microscope confocal (SP5, 
Leica) et/ou sous macroscope confocal (LSI, Leica). 
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Tableau 8 : Tableaux des anticorps primaires (en haut) et secondaires (en bas) utilisés pour les expériences 
d'immunomarquage 
 
V.3 Marquage Lectine 
Les lectines utilisées sont des glycoprotéines qui se fixent à des saccharides de la paroi 
vasculaire. Elles sont marquées par un fluorophore excitable à 488 nm et émettant à 518 nm, 
elles constituent donc un outil idéal pour visualiser le réseau vasculaire cérébral. Ces 
marquages ont été réalisés sur des coupes de cerveau de souris C57Bl6/j qui ont été perfusées 
de manière intracardiaque comme décrit précédemment.  
Après plusieurs rinçages, les coupes de cerveau sont rapidement post-fixées pendant 5 
minutes dans du PFA 4% sous agitation. De nouveau rincées 5 fois, les coupes sont bouillies 
pendant 20 secondes dans 2 ml de tampon citrate tri-sodium 10 mM à l’aide d’un four à 
micro-ondes réglé sur une puissance de 600 W. Cette étape permet de démasquer les sites de 
liaison reconnus par les lectines. Les coupes sont enfin rincées 3 fois avant d’être incubées 
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dans une solution de lectine-FITC (Fluorescein Ricinus Communis Agglutinin FL-1081 ; 
VECTOR Laboratories, 1/100 v/v dans du PB). Après rinçage, les coupes sont montées entre 
lame et lamelle dans du milieu Vecta Shield Hard Set contenant du DAPI pour ensuite être 
observées au microscope confocal. 
 
V.4 Observation des vaisseaux et coupes de cerveaux marqués par microscopie 
confocale 
La microscopie conventionnelle par épi-fluorescence présente un inconvénient majeur, 
la perte de résolution qui se traduit par la présence d’un halo de lumière (bruit de fond) autour 
des structures fluorescentes lors de l’observation des lames. Le bruit de fond provient de 
l’émission de fluorescence des plans non focaux due à l’épaisseur de l’échantillon et qui se 
superpose au plan de mise au point (plan focal). 
La microscopie confocale permet de s’affranchir de la lumière parasite, d’une part, en 
réduisant le champ d’illumination grâce à l’utilisation d’un laser (Light Amplification by 
Stimulated Emission of Radiation) et d’autre part, en disposant d’un système optique limitant 
la contribution des objets situés hors du plan focal. Ce système optique comprend un 
diaphragme variable appelé iris (ou pinhole) qui permet l’élimination du signal de 
fluorescence provenant des plans non focaux. Le principe de la microscopie à balayage laser 
est résumé dans la Figure 34. 
 
 
Figure 34 : Principe de la microscopie confocale à balayage laser. Le rayon laser excitateur pénètre dans l’échantillon 
marqué avec des fluochromes. Il y a alors émission des rayons fluorescents provenant de différents plans de la 
préparation. Grâce à l’iris ou pinhole qui élimine le signal fluorescent provenant des autres plans, il est possible de 
sélectionner les rayons émis par un seul plan de la préparation. Ces rayons passent alors à travers un bloc de filtrage 
des longueurs d’onde, puis arrivent à un système de détection par photomultiplicateur. 
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Le faisceau laser est déplacé physiquement sur la préparation par rotation des miroirs 
galvanométriques. Il y a modification de l’angle d’incidence du laser au niveau de la pupille 
de l’objectif et donc de la position du point d’illumination sur la préparation. Le balayage du 
plan focal s’effectue suivant l’axe X et suivant l’axe Y (Figure 35). Le faisceau laser peut 
également se déplacer selon la profondeur de l’échantillon (axe Z), ce qui permet la 
reconstruction tridimensionnelle d’une structure cellulaire ou tissulaire. Le balayage se fait 
point par point, le changement de ligne nécessite une translation en Y et le changement de 
plan requiert une translation en Z. Il est donc possible de réaliser des sections optiques d’un 
échantillon à différents niveaux dans l’axe XY et dans l’axe XZ (Figure 35). Les signaux 
électriques provenant à chaque instant du photomultiplicateur sont convertis en image 
virtuelle (sous forme de pixels). 
 
 
Figure 35 : Mode d’acquisition des images en microscopie confocale 
 
Le laser passe par un système Acousto-Optic Tunable Filter (AOTF), capable de 
sélectionner une seule longueur d’onde. La longueur d’onde choisie passe par un objectif afin 
de focaliser l’émission laser sur le plan focal. Seule l’image du plan focal est alors détectée 
par le tube photomultiplicateur. Travailler sur microscope confocal est donc un avantage dans 
les études de co-localisation. En effet, les Ac secondaires utilisés durant cette thèse sont 
couplés à des fluorophores excitables à différentes longueurs d’ondes (Tableau 8). Il est donc 
possible de réaliser plusieurs combinaisons de co-marquages.  
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VI. Etude de la signalisation calcique par imagerie calcique 
L’imagerie calcique permet, avec l’aide d’indicateurs fluorescents de synthèse, de 
suivre la cinétique des variations des concentrations de calcium libre cytoplasmique, dans les 
cellules ex vivo. L’utilisation de molécules fluorescentes pour détecter des constituants 
moléculaires des cellules par le biais de sondes spécifiques a été une véritable révolution en 
biologie cellulaire, et reste aujourd’hui une méthode de choix particulièrement résolutive en 
imagerie. 
Les signaux calciques intracellulaires sont enregistrés au moyen d’une sonde 
fluorescente sensible au Ca
2+
 : le Fluo-8 (Fluoprobes®), indicateur de calcium le plus sensible 
connu actuellement (Figure 36). En effet, le Fluo-8 présente une forte affinité pour le calcium 
et une intensité de signal importante peu sensible au photoblanchiement. Cette sonde est donc 
parfaitement adaptée à l’étude de faibles variations de concentration de calcium intracellulaire 
dans les tissus. C’est une molécule dérivée du BAPTA (chélateur de Ca2+) qui comporte des 
groupements carboxyliques permettant la liaison du calcium, et à laquelle est ajouté un 
groupement aromatique responsable de la fluorescence. Ainsi, lorsque le calcium se lie sur la 
sonde, la fluorescence varie : quand la [Ca
2+
]i augmente, la fluorescence de la sonde 
augmente. La longueur d’onde maximale d’excitation du Fluo-8 est de 490 nm et la longueur 
d’onde maximale d’émission est de 514 nm.  
 
 
Figure 36 : Comparaison de différentes sondes calciques AM dans les artères cérébrales de souris. Mesure de la 
fluorescence émise par les sondes Fluo8 (bleu foncé), Fluo4 (bleu clair), Calcium Crimson (vert) et Fura-red (cyan) en 
fonction de la longueur d’onde d’excitation (λ) exprimé en valeur brute de fluorescence mesurée. Les paramètres de 
réglage du microscope confocal sont constants pour les 4 sondes. 
 
VI.1 Charge des artères cérébrales en sondes 
Les artères cérébrales sont isolées et disséquées selon le protocole décrit 
précédemment. Les vaisseaux sont collés sur des lamelles préalablement recouvertes de 
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Cell-Tak™ (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) pour éviter qu’ils ne se contractent et 
se déplacent lors de la perfusion et de l’application de substances pharmacologiques. Les 
lamelles sont elles-mêmes placées dans des boites de culture contenant 500 µl de milieu de 
culture GIBCO® Medium M199 (Invitrogen™). Ce milieu de culture est un milieu tamponné 
au bicarbonate donc les vaisseaux doivent être incubés à 37°C avec 5% de CO2. 
Ensuite, la sonde Fluo-8 acétoxy-méthylester (AM) est diluée dans le milieu de culture 
sans rouge phénol pour atteindre une concentration finale de 1 μM, puis incubée 20 minutes à 
37°C et sous atmosphère contenant 5% de CO2. Les sondes pénètrent dans les cellules 
musculaires lisses des vaisseaux grâce à la partie AM qui masque les charges négatives sur les 
groupements carboxyles de la molécule. Sous cette forme non chargée, les sondes sont 
hydrophobes et peuvent passer à travers la membrane plasmique. Quand la partie AM est 
clivée à l’intérieur des cellules par les estérases endogènes, la sonde active, s'accumule dans la 
cellule. Une fois les vaisseaux chargés en sonde, ils sont rincés avec une solution 
physiologique, appelée aussi Mac Ewen (NaCl 125 mM ; KCl 5,6 mM ; MgCl2 1 mM ; CaCl2 
2 mM ; glucose 11 mM ; HEPES 8 mM ; pH 7,4). Les lamelles sont ensuite montées sur une 
cuve expérimentale perfusée afin d’être observées au microscope. Toutes les mesures de 
signaux Ca
2+
 ont été réalisées dans le Mac Ewen à 25°C. 
 
VI.2 Charge et photolyse d’IP3 encagé 
Afin d’étudier les réponses calciques activées par l’IP3, nous avons eu recours à une 
molécule d’IP3 encagé (D-2,3-O-Isopropylidene-6-O-(2-Nitro-4,5-Dimethoxy)benzyl-myo-
Inositol 1,4,5 Trisphosphate-Hexakis(Propionoxymethyl) Ester). La molécule d’IP3 encagé 
(Sichen, Allemagne) est composée d’une cage photosensible permettant de maintenir l’IP3 
biologiquement inactif. L’IP3 encagé est chargé dans les cellules musculaires lisses 
vasculaires selon le même principe que les sondes calciques. En effet, l’IP3 possède 
également un groupement AM qui le rend perméable à la membrane plasmique. La charge 
s’effectue à 37°C pendant 1h. La photolyse de la cage est déclenchée par un flash U.V. de 
1ms délivré par une lampe au xénon (Hi-Tech Scientific, Salisbury, UK) qui a été centré de 
façon à illuminer un champ déterminé des artères cérébrales. L’intensité du flash peut varier 
de 50V à 300V pour l’ensemble des expérimentations. Ainsi la quantité d’IP3 libérée est 
proportionnelle à l’intensité du flash imposée sur la zone choisie des artères cérébrales. 
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VI.3 Agents pharmacologiques 
Le système de perfusion sur lequel sont montées les artères cérébrales, permet 
l’injection de plusieurs substances pharmacologiques pour mettre en avant et étudier les 
différentes voies impliquées dans la signalisation calcique. Le KCl (140 mM) provoque une 
dépolarisation de la cellule et permet l’activation des CCVD comme les CaV. La caféine 
(10 mM) active les canaux RYR. Cependant, appliquée deux fois de suite, elle permet de 
mettre en avant la capacité des stocks calciques à se recharger. La ryanodine (10 µM), 
incubée pendant 20 minutes, permet l’inhibition des canaux RYR. La thapsigargine (10 µM) 
et le CPA (Acide Cyclopiazonique 10 µM) inhibent l’activité des pompes SERCA. Ces 
inhibiteurs ont été perfusés à la fois en milieu Mac Ewen en présence de  Ca²
+
 (2 mM) et en 
milieu dépourvu de Ca²
+
 pouvant ainsi mettre en évidence l’importance de l’influx calcique 
activé en réponse à la vidange des stocks intracellulaires (SOCE). Enfin, l’eau oxygénée 
(H2O2) appliquée à différentes concentrations (2,6 ng/µl ; 26 ng/µl ; 260 ng/µl) permet 
d’étudier comment le niveau d’oxydation de certains récepteurs comme les canaux RYR et les 
canaux CaV, peut modifier leur activité. 
 
VI.4 La sonde H2DCF-DA 
La sonde 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacétate (H2DCF-DA) permet de mesurer 
les réactions d’oxydation qui peuvent se produire dans les cellules puisque l'oxydation de la 
sonde va libérer un groupe fluorescéine qui sera détectée par fluorescence. Nous avons ainsi 
caractérisé chez les souris SAM la charge en sonde dans les différentes conditions 
expérimentales pour quantifier de façon relative le pouvoir oxydant régnant dans les VSMC. 
Pour ce faire les artères cérébrales placées sous microscope confocal sont placées dans une 
solution contenant 10 µM de sonde H2DCF-DA. Pour l'ensemble des expériences les 
paramètres de réglages du microscope confocal (puissance laser, iris, gain, offset,...) sont 
gardés constants et le réglage fait en sorte d'avoir une fluorescence de départ (avant 
application de la sonde) qui soit minimale. Une application d'H2O2 a permis de vérifier la 
valeur maximale d'oxydation de la sonde qui est observable dans chaque condition. 
 
VI.5 Traitement et analyse des résultats 
Les variations de fluorescence ont été analysées par les logiciels LEICA system (xyt) 
et les résultats ont été exprimés en fonction de la fluorescence de base (F0) pour donner le 
rapport F/F0.   
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Les tests statistiques ont été réalisés à l’aide du logiciel Statview. Les résultats sont 
exprimés par la moyenne ± l’erreur standard à la moyenne (S.E.M). La comparaison des 
valeurs a été effectuée par une analyse de variance (ANOVA). Une valeur de p < 0,05 est 
considérée comme significative. 
Chapitre 1 : Vieillissement vasculaire cérébrale – C57Bl6/j 
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Chapitre 1 : Effets du vieillissement vasculaire 
cérébral sur la signalisation calcique des myocytes 
chez la souris C57Bl6/j 
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I. Introduction générale 
Dans cette première partie de résultats, nous nous sommes focalisés sur les effets du 
vieillissement des artères cérébrales chez la souris C57Bl6/J de l’expression des gènes à la 
fonction. 
 
Le vieillissement est un processus complexe qui engendre des modifications 
structurelles et fonctionnelles, notamment au niveau du système vasculaire, c’est pourquoi 
nous nous sommes attachés à décrire les effets du vieillissement sur les CML. 
Ce type cellulaire est le siège d’une signalisation calcique qui conduit à différents 
phénomènes, et en particulier la contraction vasculaire et le tonus myogénique. La 
signalisation calcique se définit par l’augmentation transitoire de la concentration calcique 
intracellulaire résultante de l’activation des canaux et pompes situés à la membrane plasmique 
(CCVD, TRP, PMCA, NCX, STIM/ORAI) ou au niveau de compartiments intracellulaires 
(RYR, IP3R, TRPP2, Piezo2, TRIC, SARAF, SERCA). Ces canaux sont susceptibles d’être 
régulés par des voies de transductions et des interactions avec d’autre protéines (calstabin-2, 
sorcin,…).  
Malgré de nombreux intérêts portés sur le vieillissement vasculaire cérébral, 
aujourd’hui peu d’études décrivent l’évolution de cette signalisation calcique au cours du 
temps. 
C’est pourquoi, l’objectif de cette première partie du travail de thèse, a été 
d’étudier les changements moléculaires de la signalisation calcique au cours du 
vieillissement des myocytes vasculaires cérébraux, pour ensuite en comprendre les 
conséquences fonctionnelles sur la contraction vasculaire. 
 
Ce premier chapitre de résultats de thèse est présenté sous forme de 3 articles : 
 
Le premier : « Effect of aging on Calcium signalling in C57Bl6J-mouse cerebral 
arteries », a été publié dans le journal Pflugers Archiv – European Journal of Physiology. Il 
décrit que le vieillissement peut modifier la signalisation calcique, que cela peut être corrélé 
avec la modulation d’expression des gènes codant pour les principaux acteurs de la 
signalisation calcique et peut être responsable de la baisse de réactivité vasculaire. 
Deux canaux activés de façon mécanique et pouvant laisser transiter du calcium ont 
été très récemment décrits : PIEZO2 et TRPP2, ils peuvent être exprimés à la membrane 
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plasmique et sur les compartiments intracellulaires. Ils ont fait l’objet d’une attention 
particulière. 
 
Le deuxième article : « Functional interactions between TRPP2 with both ryanodine 
and inositol 1,4,5-trisphosphate receptors in cerebral arteries and aging-dependent 
modulation » (en préparation) décrit que le canal TRPP2 exprimé au niveau des 
compartiments calciques intracellulaires est fonctionnel (activation et inhibition 
pharmacologique) et qu’il peut moduler la fonction des canaux RYR et InsP3R, chez la souris 
jeune. Ce couplage fonctionnel est modifié au cours du vieillissement. 
 
Enfin le troisième article : « Regulation of Piezo2 / FAM38B in mouse cerebral 
arteries by aging » fait l’objet de compléments expérimentaux après avoir été rejeté par 
ATVB et est la première description de l’expression de PIEZO2 au niveau vasculaire et d’une 
régulation de son expression au cours de la vie.  
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Abstract 
OBJECTIVE: In cerebral arteries, alterations of vascular reactivity have been observed but 
not well molecularly characterized. Therefore, we have hypothesized that cerebrovascular 
reactivity could be modified by aging via a modification of Ca
2+
 signalling in smooth muscle 
cells. Ca
2+
 signals and gene expression implicated in contraction have been measured in 
posterior and middle cerebral arteries from young (2-3 months) and old (20-22 months) 
C57Bl6/J mice. Aging induced a decrease of KCl- and caffeine-induced contraction as well as 
a decrease of the amplitudes and an increase of the durations of KCl- and caffeine-induced 
Ca
2+
 signals. These results could be linked with the decrease of gene expression coding for 
Cav1.2, RyR2, SERCA2, PLB, STIM1, TRIC-B and the increase of FKBP12.6 and TPCN1 
gene expression. Finally, aging induced a modification of InsP3 subtype expression pattern 
responsible for a modification of the InsP3 affinity to activate Ca
2+
 signals. These results 
show that aging induces a decrease of contractility correlated with modifications of the 
expression of genes encoding Ca
2+
 signalling toolkit. Globally, the amplitude of Ca
2+
 signals 
was decreased whereas their duration was increased by a defection of Ca
2+
 store refilling. 
 
Keywords: aging, cerebral artery, Ca
2+
-induced Ca
2+
 release, Ca
2+
 channels. 
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Introduction 
Aging has a significant effect on vascular functions especially the decrease of 
compliance in large arteries and the decrease of reactivity in small arteries [38]. Aging 
induces direct structural and functional modifications of smooth muscle cells (SMC) that 
could affect contraction relaxation, cellular phenotype and proliferation/regeneration. 
Previously well demonstrated, these cellular processes involve specific Ca
2+
 signals [2-4]. In 
addition, vascular SMC (VSMC) help to ensure the regulation of myogenic tone and blood 
pressure. The contraction/relaxation balance is regulated in part by Ca
2+
 signals and activation 
of Ca
2+
-activated K
+
 channels.  
In VSMC, the Ca
2+
 signals are complex [3] as summarized in Figure S1: 
depolarisation induces the activation of L-type currents mediated by voltage-gated Ca
2+
 
channels (containing CaV1.2 subunits). The Ca
2+
 entry is then relayed and amplified by the 
release of Ca
2+
 stored in sarcoplasmic reticulum (SR) via the Ca
2+
-induced Ca
2+
 release 
mechanism (CICR) due to activation of ryanodine receptors (RyR). Hormones and 
neuromediators activate transduction pathways to produce second messengers responsible for 
the release of stored Ca
2+
 by three distinct mechanisms: (1) inositol 1,4,5-trisphophate (InsP3) 
via activation of InsP3 receptors (InsP3R) (2) cyclic ADP ribose (cADPR) via the decoupling 
between RyR2 and calstabin-2 (or FKBP12.6) known to stabilize RyR2 in closed 
conformation [21]; and (3) nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate (NAADP) via 
activation of RyR and/or two pore channels (TPC) encoded byTPCN genes [9]. The return to 
the basal Ca
2+
 concentration after an agonist- or depolarisation-activated Ca
2+
 response results 
from: (1) Ca
2+
 extrusion by plasma membrane Ca
2+
-ATPases (PMCA) and Ca
2+
 store refilling 
via sarco/endoplasmic reticulum Ca
2+
-ATPases (SERCA); (2) store-operated Ca
2+
 entry 
(SOCE) supported by the partnership between stromal interacting molecule (STIM) and Orai 
participated in the regeneration of the SR Ca
2+
 store [20,32]; and (3) very recently, trimeric 
intracellular channels(TRIC) were described to contribute to blood pressure maintenance by 
the regulation of the store-dependent Ca
2+
 release [64], while SARAF (SOCE-associated 
regulatory factor) controls the store-operated Ca
2+ 
entry to prevent excess Ca
2+
 refilling [46]. 
The simultaneous activity of these proteins (known altogether as the “Ca2+ signalling toolkit”) 
participates to the intracellular signals necessary for cellular functions particularly vascular 
contraction. 
Aging is also characterized by the modulation of gene expression [47]. In the heart, the 
study of gene expression by DNA arrays showed that aging affected 10 % of expressed genes 
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indicating the complexity of aging effects on gene expression [30,62]. These results provided 
pathways to describe and understand aging effects on physiology. For example, in pyramidal 
neurons, it has been demonstrated that aging induces changes in Ca
2+
 signalling [23,57]. In 
aged animals, increases of L-type Ca
2+
 current and channel density were measured in aged 
hippocampal neurons resulting in increased slow after hyperpolarization spikes [56,57]. 
Consequently, a decrease of long term potentiation was observed which could explain at least 
partly the aging-dependent cognitive impairments. Indeed, the use of nimoldipine, an inhibitor 
of L-type Ca
2+
 current, reduced the aging effect on slow after hyperpolarization spikes to 
facilitate synaptic enhancement observed in the long term potentiation [18,44]. Finally, 
ryanodine, used to inhibit RyR and the amplification of Ca
2+
 entry via the L-type Ca
2+
 
channels had the same effect as observed with Nimoldipine [23]. Similar results were 
obtained in the heart: the age-associated decline of SERCA activity was related to the 
decrease of cardiac contraction induced by isoproterenol [27,26]. Finally, during development 
phases the Ca
2+
 signalling pathways were also modified. In sheep cerebral arteries, the 
expression of CaV1.2 was decreased (from foetus to adult) coupled to a modification of 
norepinephrine contraction [5]. However, in cerebral arteries aging could also alter the Ca
2+
 
signalling and could have functional consequences on vascular reactivity. This aspect of 
vascular aging has not yet investigated.  
If the decline in vascular reactivity due to aging has been repeatedly measured, all 
molecular mechanisms affected by aging are not well documented. Therefore, we have 
investigated the effects of aging on Ca
2+
 signalling, gene expression of Ca
2+
 signalling toolkit 
and contraction. Our results suggest that in cerebral arteries the decrease of contraction due to 
aging was due to the modification of amplitude and kinetic parameters of Ca
2+
 signals. These 
modifications could be explained by the modification of gene expression of the Ca
2+
 
signalling toolkit observed in old mice. 
 
Methods 
Animals: The care and use of animals complied with European Community and 
French guiding principles. The principal investigator is authorized by French authorities to 
perform animal experiments (n° C33-01-029). The average weights were 24 ± 2 g (n = 33) for 
young mice (2-3 months old) and 35 ± 5 g (n = 36) for old mice (20-22 months old). All 
C57Bl6/J were from Ets Janvier (Saint Berthevin, France). Mice were killed by cervical 
dissociation, brains were extracted of the skull and the posterior (PCA) and middle (MCA) 
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cerebral arteries were dissected. 
Old animals (20 to 22 months) came into the laboratory at the age of 12 months. 
Approximately 20% died before reaching the age of 22 months, whilst the remaining 80% 
were in “good health” i.e. without visible characteristics of abating (no locomotors disorders, 
no difficulty with food or water intakes, no lack of social interactions).  
Quantitative real-time Plymerase Chain Reaction after transcription (RT-
qPCR): MasterPure® kit (Epicentre, Madison, WI) was used to isolate total RNA from 
cerebral arteries. RNA integrity and purity were verified by using RNA HighSens Analysis 
Kit (Experion, BioRad, Marne-la-Coquette, France) and the concentration of RNA was 
measured with spectrophotometry (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE). Reverse 
transcription (RT) reaction was carried out using the Sensiscript kit (Qiagen, Courtaboeuf, 
France). Obtained cDNA were amplified using the primers designed with primer3 software 
and listed in supplementary methods. The annealing temperature was determined with the 
gradient function of the CFX96 thermocycler (Bio-Rad); and the absence of primer 
dimerization was verified. The real time qPCR experiments were performed with the SYBR 
green PCR Master Mix (BioRad) in the CFX96. The specificity of the amplification products 
was confirmed by melting curve analysis. All samples were analyzed in duplicates. PCR 
efficiency was calculated from the slope of the standard curve. Gene expression levels were 
calculated using the 2−ddCt method normalized by reference genes. The optimal number and 
choice of reference genes have been experimentally determined by the GeNorm method [60] 
indicating the most stable reference genes in our experimental conditions (YWHAZ, RPL13A 
and HPRT1). In the present experiments we have used PCA and MCA from 15 young and old 
mice and for the statistical analysis we have restrained the samples to 12 young and old mice 
after the measurement of RNA quality and after GeNorm analysis. 
Cytosolic Ca
2+
 measurements: After dissection, PCA and MCA were placed on glass 
slides coated with CellTak
TM
 (BD-Biosciences, Le-Pont-de-Claix, France) and kept in M199 
culture medium at 37°C under an atmosphere supplemented with 5% CO2 before being used 
in experiments. The PCA were loaded with 2.10
-6 
mol/L Fluo8-AM Ca
2+
 probe for 20 min at 
37°C. Slides were then mounted in the experimental chamber, perfused with physiological 
solution [15] and placed on the confocal TCS SP5 system equipped with resonant scanner 
(Leica Microsystems, Nanterre, France) and images were acquired at 7 or 3 Hz in an image 
series mode. In experiments using cADPR and NAADP, arteries were permeabilized by using 
the previously described protocol [21]. Briefly, the physiological solution was replaced by a 
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solution containing (in Mol/L) 1.4 10
-1
 KCl, 2 10
-2
 Hepes, 5 10
-4
 MgCl2, 10
-4
 ATP and 
10µg/mL saponin. Experiments were performed 5 min after permeabilization and in order to 
limit the fluo8 leak the Ca
2+
 response was recorded in the first twenty minutes after 
permeabilization. Fluorescence was analysed with LAS-AF software (Leica Microsystems) 
and generated time course data were analysed with a software developed by Michel 
Goillandeau (on request). 
U.V. Photolysis: arteries were loaded with the membrane permeant derivative of 
caged InsP3: D-23-O-Isopropylidene-6-O-(2nitro-4,5-demethoxy)benzyl-myo-Inositol 1,4,5-
trisphosphate-Hexakis(propionoxymethyl)Ester (caged-145-InsP3; 2.10
-6 
mol/L) during 30 
min before Fluo8-AM loading. Photolysis was produced by UV flash (10
-3
 s) from DIPSI 
(Chatillon, France). 
Artery contraction: PCA were cannulised at both ends in a video-monitored 
perfusion system (Living Systems Instrumentation, Burlington, VT) to measure the artery 
diameter continuously and were bathed in PSS (pH 7.4, Po2 160 mm Hg, Pco2 37 mm Hg). 
Pressure and flow were controlled. Contraction was expressed as the ratio between the passive 
diameter and the maximal artery diameter during agonist or pharmacological agent 
application [1]. 
Fluorescent pharmacology: Cerebral arteries were perfused during 20 min with 1.10
-
7
 mol/L of ST-bodipy(-)-DHP (DHP: dihydropyridine) and imaged with the confocal TCS 
SP5 system using the 535 nm excitation wavelength during Ca
2+
 measurements. The emitted 
light was collected between 580 and 620 nm. The fluorescence of each cell was measured and 
reported to evaluate the binding of DHP on L-type voltage-gated Ca
2+
 channels (VDCC). 
Non-specific fixation of the ST-bodipy(-)-DHP was determined by simultaneous incubation 
with oxodipine 1.10
-6
 mol/L. All parameters of confocal microscope setup were kept constant 
for all experiments. 
Statistical analysis: Statistical analysis was performed with Graphpad prism software 
(Graphpad software Inc, La Jolla, CA). Data are expressed as means ± S.E.; n represents the 
number of tested cells or arteries. Significance between two different age groups (2-3month-
old mice versus 20-22 month-old mice) or between control and treated arteries (in absence 
versus in presence of a pharmacological agent) was tested by means of Student's t test or one 
way ANOVA completed with a Tukey post-hoc test. P values < 0.05 were considered as 
significant and indicated by  in figures. 
Pharmacological agents: caffeine and ryanodine were purchased from Merck-
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Millipore (Nottigham, UK), caged-145-InsP3 was from SiChem (Bremen, Germany), ST-
bodipy(-)-DHP and M199 medium were from Life Technologies (Saint-Aubin, France), 
NAADP was from BioLog (Bremen, Germany) and Fluo8-AM, thapsigargin and secondary 
antibodies were from Interchim (Montluçon, France). All others chemical compounds were 
from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO). 
 
Results 
Aging effects on RyR-dependent Ca
2+
 signals 
The RyRs were directly activated by caffeine and cADPR, and engaged in CICR to 
amplify Ca
2+
 entry. The comparison of Ca
2+
 responses induced by caffeine application (0.01 
mol/L) indicated that the amplitude of Ca
2+
 signals was reduced in old mice in PCA (Figure 
1A; 5.3 ± 0.5 ratio units in young mice, n = 218 cells versus 2.9 ± 0.6, n = 237 cells in old 
mice; p = 0.0001). Likewise, the Ca
2+
 signal, evoked by depolarization due to the application 
of 0.14 mol/L KCl solution, was also decreased by aging in control conditions (Figure 1A, 6.7 
± 0.8 ratio units in young mice, n = 178 cells versus 4.6 ± 0.4, n = 187 cells in old mice; p < 
0.0001) but also in presence of 1.10
-5
 mol/L ryanodine to inhibit RyR and CICR (Figure 1B; 
3.6 ± 0.3 ratio units in young mice, n = 218 cells versus 2.0 ± 0.4, n = 237 cells in old mice; p 
< 0.0001). The application of ST-bodipy(-)-DHP (inhibitor of L-type Ca
2+
 current, 1.10
-6
 
mol/L) inhibited the KCl-induced Ca
2+
 response (Figure 1B), whereas the application of 
BayK8644 (used to activate L-type Ca
2+
 current, 1.10
-8
 mol/L), evoked a smaller Ca
2+
 signal 
in arteries from old mice (Figure 2B, 2.1 ± 0.3 ratio units in young mice, n = 79 cells versus 
1.6 ± 0.2, n = 66 cells in old mice; p = 0.004).  
The interaction of RyR2 and calstabin-2 (FKBP12.6) was implicated in cADPR-
induced Ca
2+
 response. In permeabilized PCA from old mice, the Ca
2+
 response evoked by 
cADPR (1.10
-6
 mol/L) was decreased in terms of area under the curve (1.90 ± 0.21 ratio 
units.s, n = 23 cells from young mice versus 1.10 ± 0.18 ratio units.s, n = 50 cells from old 
mice; p = 0.02; Figure 1A). The application of 1.10
-6
 mol/L rapamycin was used as a 
decoupling agent against FKBP12.6/RyR2 interaction. It was able to activate a Ca
2+ 
signal but 
also affect the caffeine-induced Ca
2+
 response[21]. Rapamycin-evoked Ca
2+
 signals were 
increased in arteries from old mice (Figure 1C); six minutes after rapamycin application, the 
amplitudes of the caffeine-induced Ca
2+
 response were decreased (Figure 1C). These results 
suggested that aging reinforced the calstabin-2 regulation of Ca
2+
 signals. 
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Aging effects on InsP3-evoked Ca
2+
 responses 
After loading of arteries with caged-145-InsP3 (2.10
-6
 mol/L) as described previously 
[15], we have performed its photolysis at several flash intensities to determine the apparent 
InsP3-affinity. Flash intensity is proportional to the quantity of released InsP3. In PCA, the 
apparent InsP3 affinity was decreased in old mice but the maximal Ca
2+
 responses were 
identical in both ages (Figure 2). 
 
Aging effect on Ca
2+
 store refilling 
To investigate the Ca
2+
 store refilling we have performed different protocols using 
successive caffeine applications or inhibition of SERCA by thapsigargin. In Figure 3A, a 
second caffeine application followed the first one immediately after the return to the basal 
level (60 to 90 s): the amplitude of the second response was decreased in arteries from young 
as well as in old mice but the effect was more pronounced in aged mice (-35% versus -47% in 
young and old mice, respectively). In Figure 3B, the delay between both caffeine applications 
was increased to 180-210 s: the second caffeine-induced Ca
2+
 response was identical to the 
first one in young mice and decreased (-35%) in arteries from old mice. These effects were 
significant (graph bars in Figure 3A-B). Finally, successive caffeine applications were 
performed on arteries in presence of thapsigargin 10
-6
 mol/L (Figure 3C). In this last case, the 
disappearance of the signal was more rapid and more pronounced in old mice. In all cases, the 
rates of decay of the caffeine-induced signals were significantly slowed in old mice (from 
1.02 ± 0.04 RU.s
-1
 (n=200) in young mice to 0.26 ± 0.03 (n = 91) RU.s
-1
 in old mice). Taken 
together, these results indicate that the refilling of Ca
2+
 stores implicating SERCA and store-
operated channels was decreased in old mice. 
 
Aging effects on expression of gene encoding Ca
2+
 signalling 
As revealed by using antisense strategies or overexpression of genes encodingchannels 
and pumps implicated in Ca
2+
 signalling, the decrease or the increase of gene expression were 
translated in terms of Ca
2+
 signals (not shown,[12,21,14]). For this reason, we have 
investigated the expression levels of proteins implicated in recorded Ca
2+
 signals in cerebral 
arteries from young and old mice. 
In PCA (Figure 4A), aging induced the decrease of expressions of CaV1.2, RyR2, and 
the increase of FKBP12.6, as revealed by RT-qPCR. We have evaluated expression levels of 
proteins by using a fluorescent pharmacological agent and immunostainings because mouse 
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cerebral arteries were too small to perform western blot analysis. As illustrated in Figure 4B, 
the decreases of CaV1.2 labelling with ST-bodipy(-)-DHP (p = 0.004) and RyR2 
immunostaining (p = 0.04) and the increase of FKBP12.6 immunostaining (p = 0.003) have 
been measured. These results could explain the modulation due to aging of KCl-, caffeine- 
and cADPR-evoked Ca
2+
 signals. 
 
Aging effects on expression of gene encoding Ca
2+
 store refilling 
By RT-qPCR the decreases of expression of SERCA2a, SERCA2b, PLB, STIM1, 
TRIC-B and PMCA4 were measured in PCA (Figure 4C) from old mice. The expression of 
SARAF, Orai1, PCMA1, STIM2, TRIC-A, TPCN1 and TPCN2 remained unchanged (Figure 
4A, 4C and S2). The decreases of STIM1 and SERCA2 expressions were also verified by 
specific immunostaining (p = 0.02, Figure S2). These results suggested that the aging-induced 
modifications of Ca
2+
 store refilling could also be explained by a modulation of gene 
expression. 
 
Aging and contraction of cerebral arteries 
Finally, these modifications of Ca
2+
 signals could have physiological significance as 
measured in contraction experiments. All signals were measured on arteries from mice just 
after euthanasia, thus we thought that vascular contraction would be the best indicator of 
physiological functioning. For technical reasons, only PCA contraction was measured. The 
contractions induced by caffeine (0.01 mol/L) or KCl (0.14 mol/L) were both decreased 
(Figure 5) whereas the phenylephrine (10
-5
 mol/L)-induced maximal contraction was 
unchanged in PCA from old mice, suggesting that aging was unable to modify maximal 
signals induced by InsP3 as observed in Ca
2+
 experiments. 
 
Aging effects on MCA 
As illustrated in supplementary data, the studies of Ca
2+
 signalling and gene 
expression were also performed in MCA from young and old mice. The KCl-, caffeine- and 
cADPR-induced Ca
2+
 responses as well as the Ca
2+
 refilling due to SERCA activation were 
affected by aging in MCA as observed in PCA (Figure S3). In MCA, similar aging effects 
were observed on gene expressions encoding CaV1.2, RyR2, FKBP12.6 and proteins 
implicated in Ca
2+
 store refilling (Figure S4).  
However, a marked difference was found concerning the InsP3-dependent pathway. At 
Chapitre 1 : Vieillissement vasculaire cérébrale – C57Bl6/j 
 
Carole Georgeon-Chartier – vieillissement vasculaire cérébral - 2012 
 
   134 
low flash intensities, the InsP3-activated Ca
2+
 signal appeared similar in MCA from young 
and old mice, but at high flash intensity the signal was significantly decreased in MCA from 
old mice (Figure S5A-B). A bell-shaped concentration-Ca
2+
 response curve was observed for 
arteries from old mice (Figure S5B). Obviously, we have controlled that the response obtained 
to 300V intensity flash was not due to a deleterious effect of flash on cell components: the 
caffeine-evoked Ca
2+
 responses obtained after the flash delivery were not different to those 
obtained in cells that were not exposed to the UV flash. Furthermore the effect of aging on 
InsP3R expression was different in MCA. If only a decrease of InsP3R1 was observed in 
PCA, in MCA a decrease of InsP3R3 and an increase of InsP3R2 were measured (Figure 
S5C). The modification of the InsP3R expression pattern could be linked to the modification 
of InsP3 affinity and Ca
2+
 regulation that we observed.  
Finally, aging regulated the NAADP-evoked Ca
2+
 responses in MCA but not in PCA. 
The application of 1.10
-7
 mol/L of NAADP on permeabilized arteries induced similar Ca
2+
 
signals in PCA from young and old mice (2.0 ± 0.19 ratio units.s, n = 23 cells from young 
mice versus 2.85 ± 0.48 ratio units.s, n = 21 cells from old mice; p = 0.17) but in MCA the 
NAADP-evoked Ca
2+
 signals were significantly increased by aging (Figure S6A-B). 
Recently, the TPCN channels were proposed as a target of NAADP. If the TPCN1 expression 
was not modulated by aging in PCA (Figure 4A), in MCA an increase of TPCN1 expression 
was revealed by RT-qPCR as well as by immunostaining (Figure S6C-D). Thus the increase 
of NAADP-induced Ca
2+
 response could be due to the increase of TPCN1. 
 
Discussion 
Effects of aging on the Ca
2+
 signalling have been well described in skeletal muscle 
[45] and neurons [57,10] yet not exhaustively in VSMC [24]. Therefore, we focused our study 
on the channels and pumps involved in Ca
2+
 signalling implicated in the regulation of 
vascular reactivity. Our major result is that the Ca
2+
 signalling is affected by aging. If aging 
can affect vascular contraction, it is possible that the other Ca
2+
 dependent cellular 
mechanisms could be disrupted.  
 
Aging affects vasoconstriction by decreasing the efficiency of second messengers to 
induce Ca
2+
 signals 
In VSMC, hormones and neurotransmitters converge on calcium signals via different 
transduction pathways. The vasoconstrictions induced by alpha-adrenergic, angiotensin-II and 
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endothelin-1stimulations implicate InsP3, CaV1.2 and NAADP [42,33,55], cADPR and 
CaV1.2 [41,19] and InsP3 and NAADP [34,6], respectively. In elderly humans, the 
vasoconstriction induced by alpha-adrenergic stimulation was decreased [53] but the 
mechanism was not described. Assuming that the affinity of agonists and transduction 
pathways could be modified, ultimately the Ca
2+
 signal relies on second messenger activation. 
The decrease of fluorescent DHP binding found in our study could reflect a decrease 
in the expression of L-type Ca
2+
 channels rather than a post-traductional change that would 
result more in a change in ligand affinity [29]. Thus, the decrease of depolarisation-induced 
Ca
2+
 signal and contraction could be attributed to the decrease of CaV1.2 expression. The 
calstabin-2/RyR2 interaction is regulated by cADPR to control CICR mechanism and Ca
2+
 
oscillations induced by neurotransmitters [21]. As expected, the overexpression of calstabin-2 
in association with the decrease of RyR2 affected the cADPR-evoked Ca
2+
 signal. 
In the present study, aging causes a decrease of InsP3R1 in benefit of InsP3R3 in 
PCA, and a slight increase of InsP3R2 expression in MCA. The InsP3R subtypes have 
different sensitivities to InsP3 and are modulated by Ca
2+
. The InsP3R2 has the highest 
sensitivity to InsP3 and was regulated by Ca
2+
 in a bell-shaped concentration dependent 
manner whereas the InsP3R3 has the lowest InsP3 sensitivity and was very weakly modulated 
by Ca
2+ 
in comparison with both other subtypes[37,54,43]. As we have previously shown in 
smooth muscle [40,22], the increase of InsP3R3 proportion could explain the decrease of the 
InsP3 affinity to induce Ca
2+
 signals without change in the maximal Ca
2+
 response. On the 
other hand, in MCA, the increase of InsP3R2 proportion induces a higher InsP3 affinity and 
leads to inhibition by Ca
2+
 of InsP3 receptors [59], inducing a large modification of the 
maximal response as described in engineered cells expressing different combinations of 
InsP3R subtypes [54]. The apparent modification in the downstroke velocity could probably 
be due to the decrease of extrusion mechanisms. Finally, NAADP evoked Ca
2+
 signals by 
activation of RyR and TPCN channels [68,28] directly or after interaction with a NAADP-
binding cytosolic protein [61]. TPCN1 is required in NAADP-induced Ca
2+
 signal [7] and as 
observed in MCA, the increase of TPCN1 is sufficient to explain the increase of NAADP-
induced Ca
2+
 response. Taken together, our results indicate that the Ca
2+
-induced Ca
2+
 release 
by agonist depends on the effect of second messengers on their receptor channels to induce 
contraction. 
 
Aging attenuates amplification of Ca
2+
 signals by CICR 
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Another crucial step in the Ca
2+
 signals is the amplification due to the CICR. It is well 
accepted that RyR2 has a predominant function in the mechanism of CICR after 
depolarization of VSMC [11,13]. Our results confirm and precise those obtained on 
mesenteric arteries from 30 months-old C57Bl6/j mice describing a decrease of caffeine-
induced Ca
2+
 signalling [17]. Moreover, the decrease of RyR expression could also explain 
the alteration of myogenic tone observed in cerebral arteries from old mice [25]. Indeed, RyR 
are responsible for Ca
2+
 sparks and Ca
2+
- activated K
+
 channels, yet they were also implicated 
in the regulation of myogenic tone [16].  
These results also suggest that the level of RyR2 expression could be a regulator of the 
VSMC reactivity in aged subjects as well as in physiopathological conditions such as in 
dystrophic mdx mice [39]. Moreover, we have demonstrated, by Rt-qPCR as well as by 
immunostaining, an increase of calstabin-2 gene expression that could increase the inhibition 
of RyR2. In cardiomyocytes, the overexpression of calstabin-2 was responsible for a decrease 
of RyR-dependent Ca
2+
 leak [49]. In fact, calstabin-2 stabilizes RyR2 in a resting state via 
molecular interactions, which results in inhibiting the release of SR-stored Ca
2+ 
[31]. 
 
Aging reduces the velocity of Ca
2+
 store refilling 
Our results have shown that Ca
2+
 store refilling was decelerated with aging. Both 
ATPase pumps (SERCA and PMCA) are implicated in the return to basal level of the Ca
2+
 
signals. It has been demonstrated in aging neurons [36] and in CHO cells [8] that a change of 
20-25% in their expression level can significantly modify Ca
2+
 signals. Our consistent results 
thus suggest that the decrease of the expression of PMCA4 and SERCA2 could be responsible 
for the aging effect on the return to basal Ca
2+
 level. 
The refilling of the Ca
2+
 store also depends on store-operated Ca
2+
 entry (SOCE) that 
cannot be easily measured in native VSMC. As illustrated in Figure S1, the mechanism of 
SOCE includes a stoichiometric interaction of Orai or TRPC in the plasma membrane with 
STIM in the SR [51]. The decrease of STIM expression observed in our study suggests that 
SOCE. Recently, two new regulators of store refilling have been identified and located in the 
sarcoplasmic membrane: SARAF [46] and the TRIC-A and -B channels [63,66,64]. The 
decrease of SARAF expression induced the increase of resting [Ca
2+
]i associated with the 
decrease of the reticulum Ca
2+
 loading [46], whereas the TRIC-B knock-out induced a 
reticulum Ca
2+
 overloading and decrease of resting [Ca
2+
]i [63]. These data therefore 
suggested that SARAF and TRIC-B have antagonist functions. Likewise, our data suggest that 
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TRIC-B and SARAF expressions were modulated in opposite way by aging to neutralize a 
putative effect on resting [Ca
2+
]i. However, we did not measure a significant modification in 
resting [Ca
2+
]i by using a combination of Ca
2+
 probes (not shown). 
 
Conclusion and Perspectives 
Our results strongly suggest an adaptation to time as our study has examined the 
effects of aging in otherwise healthy animals having access to a balanced diet. The adaptation 
of the Ca
2+
 signalling toolkit induces a modulation of vascular reactivity (decrease of CICR) 
but could also affect lysosomal/endosomal functions and cell regeneration implicated in 
aging-dependent vascular physiology and pathologies. Aging can affect directly or indirectly 
many molecular assemblies implicated in vascular reactivity such as Ca
2+
 signalling (this 
study), the contractile apparatus [50], probably its Ca
2+
 sensitivity via the Rho/Rho-kinase 
pathway, decrease of voltage and Ca
2+
-dependent potassium channels[35] (Georgeon-
Chartier, Morel, personal preliminary data) and basal NO level in endothelial cells[52]. Our 
results could help understand the effects of aging on cardiovascular pathological risks. As we 
observed in mice, a decrease of expression of CaV1.2 in atherosclerotic carotids was 
described in elderly men [58]. The overexpression of calstabin-2 was also implicated in cell 
hypertrophy and apoptosis [67]. Finally, the increase of TPCN1 could increase the 
arteriosclerosis risk through the implication of NAADP in autophagy [48] and inflammation 
[65], two components of arteriosclerosis. 
Therefore, our results could indicate that the regulation of gene expression of proteins 
implicated in Ca
2+
 signalling is an adaptation to aging as well as a risk factor for vascular 
diseases linked to old age. 
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Figure Legends 
 
Figure 1: Ca
2+
 signals in PCA from young and old mice. (A) Typical Ca
2+
 
responses evoked by caffeine (caf), KCl and cyclic ADP ribose (cADPR) in control condition 
(B) Typical Ca
2+
 responses evoked by KCl in presence of ryanodine and DHP and typical 
BayK8644-evoked Ca
2+
  responses. (C) Typical Ca
2+
 responses evoked by caffeine in control 
condition and in presence of rapamycin. 
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Figure 2: InsP3-evoked Ca
2+
 release in PCA from young and old mice. (A) Typical 
Ca
2+
 responses evoked by photolysis of InsP3. (B) Mean of maximal amplitude of InsP3-
activated Ca
2+
 responses in young (open bars) and old (hatched bars) mice. 65-95 cells were 
tested for each condition. Data are expressed as mean ±sem,  p < 0.05. 
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Figure 3: Ca
2+
 store refilling in PCA from young and old mice. (A-B) On the left, 
two consecutive caffeine-evoked Ca
2+
 responses separated by 60 s (A) or 210 s; on the right 
mean of maximal amplitude of evoked Ca
2+
 responses in young (open bars) and old (hatched 
bars) mice. 46-61 cells were tested for each condition. Data are expressed as mean ±sem,  
p<0.05 between young and old mice,  p<0.05 between the 1st and the 2nd responses. (C) 
Typical Ca
2+
 responses evoked by successive caffeine application in presence of thapsigargin. 
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Figure 4: Expression of channels and pumps. (A-C) Mean ± sem of gene expression 
level quantified after RT-q-PCR in PCA from young (open bars, n = 12) and old (hatched 
bars, n = 12) mice.  p < 0.05. (B) From left to right: typical labelling with ST-bodipy(-)-
DHP labelling (red) and fluo-8 (green) in PCA. Mean of fluorescence emitted by ST-bodipy(-
)-DHP in PCA from young (open bars) and old (hatched bars) mice and means of 
fluorescence emitted by immunostaining of RyR2 and FKBP12.6 with specific antibodies. 
Data are expressed as mean ± sem,  p < 0.05. 
 
 
Figure 5: Mean of KCl- Phenylephrine- and caffeine-induced contraction. 
Number of tested PCA was indicated in parenthesis; in young (open bars) and old (hatched 
bars) mice. Data are expressed as mean ± sem,  p < 0.05. 
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ABSTRACT  
BACKGROUND: TRPP2 is a Ca
2+
/Na
+
 channel expressed in plasma membrane and in 
reticulum sarcoplasmic. In several cell lines, it has been shown that TRPP2 could be a Ca
2+
 
leak channel but also interacts with the ryanodine receptor and inositol 1,4,5-trisphosphate 
(InsP3) receptor to inhibit and increase the release of Ca
2+
 stores, respectively. If TRPP2 was 
expressed in vascular smooth muscle cells, its function in Ca
2+
 signals was poorly described 
in native cells principally because the pharmacology is not developed. 
RESULTS: TRPP2 was expressed in cerebral arteries. The triptolide evoked Ca
2+
 
responses in free-Ca
2+
 solution and in permeabilized arteries. This Ca
2+
 signal was inhibited in 
presence of amiloride, antisens oligonucleotide directed against TRPP2 (asTRPP2) and 
antibody directed against the first loop of TRPP2. The partial inhibition of TRPP2 expression 
by asTRPP2 also increased the caffeine-evoked Ca
2+
 responses and decreased the InsP3-
evoked Ca
2+
 responses. Aging increased the TRPP2 expression and affect the regulations in 
which TRPP2 is engaged whereas the triptolide-evoked Ca
2+
 response was not modified.  
CONCLUSION: Taken together, our results shown that TRPP2 is implicated in 
triptolide-induced Ca
2+
 release from intracellular Ca
2+
 stores. TRPP2 functionally interacts 
with both ryanodine and InsP3 receptors. These interactions were not similarly regulated in 
young adult and old mice probably due the modification of gene expression. 
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INTRODUCTION 
TRPP2, also named PC2 or Pkd2, was a member of the TRP family. It has been firstly 
associated with the autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD). This pathology 
is characterized by cyst formation in kidney but also by many vascular dysfunctions as aortic 
dissection, aneurysm/aneurysmal rupture in cerebral arteries and intracranial arterial 
vasospasm (Chapman et al., 1992), (Schievink et al., 1995), (Leung et al., 2005). Finally, 
hypertension is observed and correlated with the severity of kidney disease (Chapman et al., 
2010). TRPP2 is widely expressed especially in vascular smooth muscle cells (VSMC) 
(Mochizuki et al., 1996).  
At the plasma membrane, TRPP2 was responsible for a cationic current induced by 
mechanotransduction (Nauli et al., 2003), (Delmas, 2004) and its function is modulated 
and/or due to its interactions with Pkd1(Hanaoka et al., 2000; Tsiokas et al., 1997) (Delmas et 
al., 2004), (Sharif-Naeini et al., 2009). But TRPP2 is also expressed in endoplasmic reticulum 
(Koulen et al., 2002) and then it can modulate Ca
2+
 signals because it acts as a leak channel 
(Qian et al., 2003), (Wegierski et al., 2009); it increases Ca
2+
 signals encoding by inositol 
1,4,5-trisphosphate receptors (InsP3R) (Li et al., 2005), (Sammels et al., 2010a) and it 
downregulates the Ca
2+
 release due to ryanodine receptors (RyR) stimulation (Anyatonwu et 
al., 2007). The pharmacology to characterize TRPP2 is poor (Alexander et al., 2011): 
triptolide is proposed as TRPP2 activator (Leuenroth et al., 2005; Leuenroth et al., 2007) and 
amiloride as an inhibitor (Delmas et al., 2004). 
TRPP2 is implicated in contractility and in myogenic tone (Qian et al., 2007), (Sharif-
Naeini et al., 2009). In fact, in TRPP2 +/- mice, (1) the PE-induced contraction was 
exaggerated due to the elevation in Ca
2+
-independent force generation and contractile protein 
expression and (2) the basal cytosolic Ca
2+
 level, the SR Ca
2+
 stores and PE-induced Ca
2+
 
response were reduced (Qian et al., 2003) (Qian et al., 2007). These effects have been 
observed in adult TRPP2 +/- in which an aging-dependent adaptation has been demonstrated 
because symptoms of ADPKD appeared gradually. Finally, in VSMC, RyR and InsP3R were 
expressed and responsible for the release the Ca
2+
 stored in sarcoplasmic reticulum implicated 
in Ca
2+
 signals controlling vasoreactivity (Berridge, 2008). So, the role of TRPP2 in Ca
2+
 
signalling in VSMC should be specified. We have characterized the implication of TRPP2 in 
Ca
2+
 signaling by using triptolide to activate directly TRPP2 in cerebral arteries exposed ex 
vivo to antisense oligonucleotides (ASON) directed against TRPP2 (asTRPP2) and also to a 
specific antibody designed to inhibit TRPP2 function. We have also investigated the 
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functional interaction between TRPP2 and InsP3R and RyR by using caged-InsP3 and 
caffeine to activate InsP3R and RyR, respectively in arteries treated or not with asTRPP2. 
Finally, (1) in elderly subjets the vasoreactivity and gene expression were modified (Park et 
al., 2009b) (Ungvari et al., 2010) and (2) the development of vascular dysfunctions appear 
during aging in animals model of ADPKD. These both observations suggesting that TRPP2 
expression and function could be modulated by aging. Thus, we have investigated in adult and 
old mice the expression and function of TRPP2. 
METHODS 
Animals: Young (6-8 months) and old (18-22 months) male C57BL/6J mice used 
were reared in authorized rooms (22°C, 12/12 light/dark cycles). Animals were purchased at 2 
and 12 months from Ets Janvier. They were euthanized by cervical dislocation in accordance 
with the ethical rules. Cerebral arteries (anterior and medium cerebral arteries) were isolated 
and micro-dissected to remove adventitia and endothelium for all experiments. 
RT-Quantitative real-time PCR: After isolation of total RNA from arteries and 
reverse transcription (RT) using Sensiscript (Qiagen), cDNAs were amplified using primers 
(Tableau 7) and PCR mix from Bio-Rad. Amplification, data acquisition and gene expression 
levels were made with the CFX96 thermocycler and its associated software (Bio-Rad). The 
most stable reference genes in our experimental conditions were determined with GeNorm 
software and the relative expression of gene of interest was calculated using the 2−ddCt 
method (Vandesompele et al., 2002). We have selected YWHAZ, RPL13A and HPRT1 to be 
reference genes. 
Antisense oligonucleotides (ASON) treatments: Arteries were treated with ASON 
solutions (5. 10
-7
 mol/L) in culture medium (SmBM, Lonza) during 72 hours in culture (37°C, 
5% CO2) to obtain a significant inhibition of TRPP2 expression. Effects of asTRPP2 were 
evaluated by RT-qPCR and immunostainings. The ASON are phosphoriothioate and tagged 
with Cy3. The asTRPP2 (gtgcagccatcagaatcagg and ctataaattttgtgagacc) target TRPP2 and 
asMIS (tactgtacttgcgaggccac) is the control sequence. 
Immunohistofluorescence staining: After dissection, cerebral arteries were fixed 
during 15 minutes in 4% (g per 10
-3
 L) paraformaldehyde solution in 0.1 Mol.L
-1
 phosphate 
buffer (PB, pH = 7.4). Fixed arteries were rinsed 5 times during 10 minutes each in PB. 
Vessels were transferred in saturation and permeabilization solution (SPS) containing 1% 
bovine serum albumin (BSA); 2% donkey serum and 0.2% triton X100 during 60 minutes and 
the anti-TRPP2 antibody (1:100, 48h, 4°C) was added. After 4 rinses (10 minutes) in SPS, 
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vessels were placed 2 hours at room temperature in SPS containing FP-488 donkey anti-rabbit 
(1:200, 2h, 22°C). Arteries were rinsed 3 times (10 minutes each) in PB. Samples were 
mounted in Fluoromount G medium and observed with SP5. Parameters have been kept 
constant (gain, pinhole. To illustrate clearly the results of our experiments in the Figure 37, 
we have modified brightness (+40%). 
Cytosolic Ca2+ measurements: The arteries were adhered on coverslips coated with 
CellTak (BD-biosciences) and placed in M199 culture medium (Invitrogen) at 37°C under 
atmosphere supplemented with 5% CO2 before used in experiments. The arteries were loaded 
with 2.10
-6 
mol/L Fluo8-AM for 20 min at 37°C. After this time, slides were mounted in the 
experimental chamber, perfused with physiological solution (Dabertrand et al., 2012) and 
placed on the confocal TCS SP5 system equipped with resonant scanner (Leica 
Microsystems) to acquire images that were analysed with LAS-AF software to generate time 
course data. In some experiments arteries were permeabilized by using the protocol described 
previously (Fritz et al., 2005). 
U.V. Photolysis: Arteries were loaded with the membrane permeant derivative of 
caged InsP3 compound: D-23-O-Isopropylidene-6-O-(2nitro-4,5-demethoxy)benzyl-myo-
Inositol 1,4,5-trisphosphate-Hexakis(propionoxymethyl)Ester (ci-InsP3; 2.10
-6 
mol/L) during 
30 min before Fluo8-AM loading. Photolysis was produced by UV flash (10
-3
 s) from DIPSI. 
Pharmacological agents: All molecules were applied in perfusion bath. Caffeine was 
purchased from Merck, triptolide, saponine were from Sigma-Aldrich, secondary antibodies, 
Fluo-8AM were from Interchim, ci-InsP3 was from SiChem and salts and buffers were from 
Euromedex. Primers, ASON and antibodies against TRPP2 peptide were synthetized by 
Eurogentec. 
Statistical analysis: performed with Graphpad Prism software using one way 
ANOVA test with Tukey post-hoc test or t-test. Data expressed as means ± S.E.; n represents 
the number of tested arteries. P values:  p<0.05. 
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RESULTS 
TRPP2 was expressed in cerebral arteries 
TRPP2 was described in vascular tissues as aorta (Qian et al., 2003; Torres et al., 
2001) but it has been necessary to measure the expression of TRPP2 in cerebral arteries. As 
illustrated Figure 37A, the mRMA encoding TRPP2 channel was revealed by RT-PCR in the 
cerebral arteries from C57Bl6/J. To reveal the expression of TRPP2 at protein level we have 
performed immunostainings with several antibodies synthetized by Eurogentec in rabbits. 
Antibodies were directed against specific immunogenic peptides. Three different anti-TRPP2 
antibodies, named p53, p54, and CM-3.0 were tested in immunostaining to reveal a specific 
labelling into VSMC (Figure 37B). We have previously verified the specificity of the 
antibodies by western blot using antigenic peptide and proteins from kidney of wild-type and 
TRPP2 KO mice (not shown). These results suggested that cerebral arteries expressed TRPP2 
channels probably in the intracellular membrane. 
 
Figure 37 : Expression of TRPP2 in mice cerebral arteries. (A) mRNA encoded TRPP2 was revealed in cerebral 
arteries by RT-qPCR. (B) TRPP2 protein was revealed by immunostaining; on the left the artery was incubated with 
the alexa488-secondary antibody alone (non-specific immunostaining), and on the right, immunostaining obtained 
with the anti-TRPP2 antibody revealed with the secondary antibody. 
 
Triptolide-induced Ca
2+
 release from intracellular store implicated TRPP2 
To investigate the function of TRPP2, we have used its activator triptolide and we 
have characterized its ability to induced Ca
2+
 signals. Application in extracellular medium of 
10
-5
 mol/L of triptolide is able to evoked Ca
2+
 signal in control condition and also in Ca
2+
-free 
solution (ME 0Ca
2+) 
as well as in permeabilized arteries (Figure 38A). This effect was 
concentration-dependent (not shown). In presence of thapsigargin (10
-6
 mol/L, 10 min) to 
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inhibit Ca
2+
 store refilling, the triptolide-induced Ca
2+
 responses were totally block. We have 
verified that amiloride (10
-6
 mol/L), described as TRPP2 inhibitor, decreased significantly the 
triptolide-induced Ca
2+
 responses (ΔF/F0 = 1.1 ± 0.1; n = 26 in control condition versus 0.3 ± 
0.1; n = 24). The CM-3.0 antibody was produced by rabbits immunized with a specific protein 
containing a part of pore forming region. Thus, the CM-3.0 antibody could have the ability to 
inhibit TRPP2 function. Thus, after 45 min incubation (dilution factor: 1:100), the antibody 
inhibited significantly the triptolide-evoked Ca
2+
 signal (Figure 38B) without significant 
modification of caffeine-induced Ca
2+
 responses. Finally, to confirm the result we have 
incubated cerebral arteries in culture medium containing antisense oligonucleotides directed 
against TRPP2 during 72 hours. The asTRPP2 partially inhibited the triptolide-evoked Ca
2+
 
responses when the expression of TRPP2 as revealed by immunostaining after Ca
2+
 
measurement. The missense oligonucleotide (asMIS) had no effect on both triptolide-evoked 
Ca
2+
 responses and expression of TRPP2 (Figure 38C). These results suggested that triptolide 
induced Ca
2+
 signal due to the activation of TRPP2 channels. 
 
 
Figure 38 : Ca2+ signals evoked by triptolide. On the left, typical Ca2+ signal evoked by triptolide (tripto) and on the 
right statistical analysis. (A) In control condition (ME 2Ca2+) and in permeabilized arteries (Perm.); external solution 
without Ca2+ (ME 0Ca2+) (B) in absence and in presence of anti-TRPP2 antibody (1:100) and (C) in cerebral arteries 
incubated 72h with asTRPP2 and asMIS. The statistical analysis are made on the maximal amplitude of the Ca2+ 
signals and are indicated as mean ± sem (n cells);  indicated p < 0.05. 
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TRPP2 modulated both RYR2 and InsP3R-dependent Ca
2+
 signals 
The expression of TRPP2 in reticulum is known to interfere with RyR and/or InsP3R 
functions and we have shown expression of functional TRPP2 in permeabilized cells, thus we 
have tested if the level of TRPP2 expression interfered on RyR- and InsP3R-dependent Ca
2+
 
releases. In arteries treated with as TRPP2, the amplitude of caffeine-induced Ca
2+
 responses 
was increased (Figure 39A) whereas there was not statistical difference between arteries in 
control condition and arteries treated with asMIS. To activate directly the InsP3R, we have 
performed the photolysis of caged-InsP3 in arteries untreated (CTL) and treated with 
asTRPP2 and asMIS. In arteries treated with asTRPP2 the Ca
2+
 responses evoked by caged-
InsP3 photolysis was decreased in comparison with asMIS-treated and untreated arteries 
(Figure 39B). The downregulation of TRPP2 expression have two antagonist effects on the 
RyR- and InsP3R-dependent Ca
2+
 release (increase and decrease, respectively). 
 
Figure 39 : Ca2+ signals evoked by (A) caffeine (10-2 
mol/L) and (B) by photolysis (200V) of caged-InsP3. 
Arteries were maintained 72 hours in culture without 
antisense oligonucleotide (CTL), in presence of asTRPP2 
and asMIS. On the left typical Ca2+ signal evoked by 
caffeine and photolysis and on the right statistical 
analysis indicating the mean ± sem (n cells) of the 
maximal amplitude of Ca2+ signals;  indicated p < 0.05. 
 
 
 
 
 
Expression of TRPP2 was upregulated during aging 
In VSMC from cerebral arteries, we have shown that during aging the expressions of 
proteins implicated in Ca
2+
 signalling were modulated (Georgeon-Chartier, Morel 
unpublished data). Thus we have investigated the expression levels of InsP3R, RyR2 and 
TRPP2 in cerebral arteries in 6months and 20 months aged mice. As illustrated in Figure 40, 
the expression of InsP3R subtypes was not significantly affected by aging whereas the RyR2 
expression was decreased and TRPP2 expression was increased. 
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Figure 40 : RT-qPCR measurement of mRNA expression. Expression of InsP3R subtypes, RYR2 and TRPP2 in 
cerebral arteries from young (6 months) and old (18-20 months) mice. The statistical analysis are indicated as mean ± 
sem (n cells);  indicated p < 0.05. 
 
Aging induced a modification of TRPP2 interactions 
We have tested the effect of aging on TRPP2-dependent Ca
2+
 signals. In arteries from 
aged mice, the triptolide-evoked Ca
2+
 response was not significantly modified (Figure 41A-
B). The responses evoked by caffeine and InsP3 in cerebral arteries from old mice were 
decrease in comparison with responses obtained in young mice (p<0.05, white stars in graph 
bar in Figure 41C). This effect could be attributed to the decrease of RyR2 expression. We 
have treated cerebral arteries from old mice with asTRPP2 to reveal the functional coupling 
between TRPP2 and InsP3R and RyR2. We have performed experiments on young and old 
mice in the same conditions (6times) to compare the responses obtained in young and old 
mice. The asTRPP2 treatment affected the caffeine and InsP3-activated calcium responses in 
young mice whereas there was no effect on responses evoked in old mice (Figure 41B). These 
results suggested that the interactions in TRPP2 with SR Ca
2+
 channels were lost in aged 
mice. 
 
Figure 41 : Comparison of Ca2+ signals evoked in 
young and in old mice. (A) Typical Ca2+ responses 
induced by triptolide. (B) Statistical analysis of the 
maximal amplitude of Ca2+ responses evoked by 
triptolide. (C) Statistical analysis of the maximal 
amplitude of Ca2+ responses evoked by caffeine and 
photolysis of caged-InsP3 (200V). The statistical 
analysis are indicated as mean ± sem (n cells) in 
young (open bars) and old (black bars) mice; white 
star indicated p < 0.05 between young and old mice in 
CTL condition,  indicated p < 0.05 between CTL 
and asTRPP2 conditions. 
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DISCUSSION 
Our study suggested that the TRPP2 channels expressed in intracellular Ca
2+
 store 
could participate to the Ca
2+
 release via direct activation and via functional interactions with 
RyR2 and InsP3R. Moreover, aging could modify the TRPP2 interactions with RyR2 and 
InsP3R. Before to test the role of TRPP2 in Ca
2+
 signalling, we have verified that it is 
expressed in cerebral arteries.  
 
Triptolide induced a Ca
2+
 release from intracellular stores implicating TRPP2 
Many biological effects of triptolide are described (498 articles in Pubmed), notably 
anti-proliferative, pro-apoptotic and anti-inflammatory effects. These actions of triptolide 
were linked to modulations of gene/protein expressions and molecular modifications of 
proteins (for review, (Hsu et al., 2012; Liu, 2011)). All of these mechanisms could implicate 
Ca
2+
 signals and one the most characterized molecular target of triptolide is TRPP2 channel 
(Leuenroth et al., 2005; Leuenroth et al., 2007). Our data shown that triptolide could activate 
the release of stored Ca
2+
 because triptolide induced Ca
2+
 signals in intact cells in calcium-
free solution and in permeabilized cells. This Ca
2+
 signal was inhibited in arteries treated with 
asTRPP2 indicating that triptolide-activated responses implicated TRPP2. To characterize the 
triptolide-induced Ca
2+
 signal pharmacologically, we have used amiloride, proposed as an 
inhibitor of TRPP2 (Delmas et al., 2004). The triptolide-evoked Ca
2+
 response was inhibited 
by amiloride. But this result could analysed with caution because amiloride could also inhibit 
SERCA (Park et al., 2009a) or Na
+
/Ca
2+ 
exchanger (Bova et al., 1988). Thus, we have 
developed an antibody against specific peptides reproducing the first loop of the channel to 
inhibit the pore function. The inhibitory effect of CM-3.0 antibody on the triptolide-evoked 
Ca
2+
 responses confirms the results obtained on arteries treated with asTRPP2. These results 
very strongly suggest that TRPP2 is involved in the triptolide-evoked Ca
2+
 signal.  
In VSMC, the leak property of TRPP2 is probably smaller to those proposed in 
HEK293 cells overexpressing TRPP2 (Wegierski et al., 2009). In fact, in presence of CM-3.0 
antibody, the amplitudes of caffeine-induced Ca
2+
 responses were not significantly modified 
indicated that TRPP2 blocking did not modify drastically the Ca
2+
 storage. If the TRPP2 acted 
principally as a leak channels the caffeine and InsP3-evoked Ca
2+
 responses should be 
modified in the same way because both RyR and InsP3R were responsible for the release of 
the same Ca
2+
 stores. 
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The modulation of TRPP2 expression affects RyR and InsP3R dependent Ca
2+
 
signals 
The first studied endogenous partner of TRPP2 is TRPP1. Foremost, the TRPP2 
channel has been described as a channel permeable to Ca
2+
 and Na
+
 located in the plasma 
membrane (Mochizuki et al., 1996) but rapidly TRPP2 was described to be able to enhanced 
InsP3-dependent Ca
2+
 responses and located in plasma membrane as well as in sarcoplasmic 
reticulum (Koulen et al., 2002). The overexpression of TRPP2 increase the Ca
2+
 responses 
evoked by several agonists known to activate the InsP3 pathway and by photolysis of caged-
InsP3 (Koulen et al., 2002; Li et al., 2005; Sammels et al., 2010a; Sammels et al., 2010b). 
The amplitude and the half decay time of the InsP3-dependent Ca
2+
 signals were potentially 
modified in cells overexpressing TRPP2 (Li et al., 2005). Moreover, TRPP2 can modulate the 
InsP3 binding on InsP3R (Sammels et al., 2010b). Our results are in accordance with those 
obtained in cell lines because we have shown that (1) the decrease of TRPP2 expression 
decreased the InsP3-induced Ca
2+
 responses and (2) when the ratio (InsP3R1/TRPP2) of gene 
expression was modified in arteries from old animals, the functional interactions were 
perturbed. 
If the interaction between TRPP2 and RyR2 has been demonstrated in native cardiac 
myocytes (Anyatonwu et al., 2007), this interaction was not investigated in another cell types. 
In lipid bilayers, the presence of C-terminus peptide of TRPP2 decreased the open probability 
of RyR2 in Ca
2+
 dependent manner (Anyatonwu et al., 2007). Here, when the TRPP2 
expression was decreased by ASON strategy, the caffeine-induced Ca
2+
 response was 
increased. We can speculate that the RyR2/TRPP2 interaction could be regulated by the ratio 
of expression of both partners as observed for InsP3/TRPP2 interaction. Thus, in arteries from 
old animals, the increase of TRPP2 expression combined with the decrease of RyR2 
expression could explain the decrease of caffeine-induced Ca
2+
 response.  
The stimulating interaction with RyR and the inhibiting interaction with InsP3R 
confirm and confer to TRPP2 a role in modulation of vascular reactivity. In fact, experiments 
performed by other groups have been used depolarisation, stretch, angiotensin-II, 
phenylephrine and ATP to investigate TRPP2 function in different cell lines. All of these 
mediators are implicated in the regulation of vascular reactivity. Moreover, the TRPP2 +/- 
mice have vascular disorders especially hypertension (Qian et al., 2007; Qian et al., 2003) 
that it could be associated to Ca
2+
 homeostasis dysfunction. 
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Aging effect on TRPP2 modulation of Ca
2+
 signals 
 Aging is characterized by a decrease of physiological functions and was 
principally studied in pathological model (Alzheimer disease, diabetes, progressive 
diseases,…). In old subject, the vascular reactivity was decreased (Ungvari et al., 2010) and 
gene expression was modulated as well as mRNA splicing and post-traductional modification 
of protein. In another hand, TRPP2 could spliced, phosphorylated (uniprot databank, 
O35245). Our data obtained on old mice suggested that triptolide-evoked Ca
2+
 signals were 
not affected by aging whereas the functional interaction between TRPP2 with RyR and 
InsP3R were modified. The triptolide binding could be modified by aging because it has been 
shown that it could be modified by Ca
2+
 (Leuenroth et al., 2005) and post-traductional 
modifications ofTRPP2 induced by aging cannot be excluded. In fact, the interaction domain 
with RyR is in the C-terminus part of TRPP2 (Anyatonwu et al., 2007) containing two 
putative phosphorylation sites that can modified affinity of interaction. RyR is regulated by 
several proteins like calstabin-2, sorcin (Bers, 2004) that could be implicated in TRPP2/RyR 
interaction. We have collected data indicating that aging also modulates expression of 
calstabin-2 (Georgeon-Chartier, Morel, unpublished data). We can also speculate that the 
aging effect on InsP3R/TRPP2 interaction was due to modifications in protein structure. Thus 
it is now necessary to precise interaction domains on TRPP2 and RyR or InsP3R and aging 
effect on post-traductional modification to understand how aging finely modulated Ca
2+
 
signalling.  
 
Conclusion and perspectives 
We have shown that (1) triptolide had an intracellular target in VSMC and activated a 
Ca
2+
 signal probably via TRPP2 channels activation, (2) TRPP2 modulates RyR and InsP3 
dependent Ca
2+
 responses and (3) aging increases the TRPP2 expression and disrupts TRPP2-
dependent regulation of caffeine and InsP3-evoked Ca
2+
 responses. TRPP2 could participate 
to VSMC reactivity by modulating RyR and InsP3R activities, and for example, induce the 
hypertension observed in TRPP2 +/- mice (Qian et al., 2003). The aging regulation of TRPP2 
expression could participate to the gradual evolution of the vascular dysfunctions.  
We can also extrapolate that the effect of triptolide on cellular mechanisms could be 
due to activation of TRPP2. In fact, this channel was implicated in apoptosis/proliferation 
(Delmas, 2004) and modulate the intracellular calcium concentration (our study and (Li et al., 
2005; Wegierski et al., 2009)). Thus, TRPP2 could be considered as a new target to modulate 
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vascular function and if triptolide represent a new pharmacological family used against 
cancers and inflammatory processes involved in neurodegenerative diseases, it can also usable 
to regulate vascular reactivity in cerebral arteries. 
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ABSTRACT  
OBJECTIVE: In cerebral arteries, vascular reactivity is regulated by pressure 
variations induced by cerebral blood flow and cerebrospinal fluid. The Piezo channels, 
encoded by FAM genes, are activated by pressure variations. We have investigated the Piezo 
expression in mouse from 1 to 6 months-old and exposed to hindlimb suspension, a 
modulating factor of vascular reactivity. 
METHODS AND RESULTS: Expression of Piezo/FAM38 was investigated by RT-
qPCR and immnostaining in cerebral arteries from C57Bl6/J mice (1, 2, 6 months) and in 
mice hindlimb suspended during 3 weeks. Only Piezo2 was expressed and its expression was 
increased from 1 to 6 months-old. The hindlimb unloading increased the Piezo2 expression in 
2 months old mice but not in the 6months-old ones. 
CONCLUSIONS: These results showed that Piezo2 expression increases with aging to 
be maximal at 6 months-old. Before this aging-stage, the hindlimb suspension increases 
expression of Piezo2 to its maximal expression level. 
 
Keywords: Piezo, FAM38, aging, gravity, cerebral artery 
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INTRODUCTION 
Cerebral arteries are resistance arteries that must integrate the level or variation of 
blood and cerebrospinal fluid pressures. The resistance arteries are characterized by myogenic 
tone in reaction to the increase of blood pressure
1
. The vasoconstriction, involved in 
myogenic tone and assumed by vascular smooth muscle cells (VSMC), is the sum of the 
activation of several intracellular pathways
2
 leading to a depolarization
3
, an increase in 
intracellular calcium concentration ([Ca
2+
]i)
4
, an activation of PKC 
5
 and Rho-dependent Ca
2+
 
sensitization
6, 7
. Presently, the pressure variations could be integrated by TRPC6
8-10
 and 
TRPM4 channels
11
 or integrins via their interactions with extracellular matrix
12, 13
. Recently, 
Piezo1 and Piezo2, respectively encoded by FAM38A and FAM38B genes
14
, are 
characterized as cationic channels directly activated by pressure variation
15-17
. To date, 
PIEZO1 has been described in tissues or cells sensitive to swelling as bladder, lung skin and 
erythrocytes 
15, 18
 and its expression could be activated in specific pathological conditions
19
 
for which cellular interactions implicated integrin pathways could be altered
20
. Piezo2 was 
expressed in DRG and lung principally but the regulation of its expression and function were 
not yet described. In several conditions of life and during the life, the cerebral blood could be 
durably modified. In microgravity, the modification of blood repartition induces the increase 
of cerebral blood pressure that can influence cerebral artery functions
21-23
 and in the hindlimb 
unloaded model (HU), modifications of cerebral arteries are described
24-26
. One hypothesis to 
explain the phenomenon is the perception and integration/adaptation of VSMC to the 
modified pressure. Finally, during aging, the cerebral blood pressure and expression of many 
proteins into cerebral arteries are modulated
27-29
. Before the investigation of a putative role of 
Piezo into VSMC from cerebral arteries, it is necessary to characterize their expression and 
also the possible modulation of their expression in different life conditions.  
 
METHODS 
Animals: Male C57BL/6J mice were separated in different groups based on (1) age 
for the first experiment: 1, 2 and 6 months-old and (2) age and hindlimb unloaded (HU) for 
second one: 2 months-old, HU; 2 months-old CTL; 6 months-old, HU; 6 months-old CTL. 
Procedures have been described in supplemental methods. Mice were killed by cervical 
dislocation. The anterior and middle cerebral arteries were isolated and cleaned to remove 
meninges and prepared for total RNA extraction or for immunostaining. Vessels were micro-
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dissected to remove adventitia and endothelium and keep the SMC only.  
RT- Quantitative real-time PCR: after isolation of total RNA from cerebral arteries 
and reverse transcription (RT) the obtained cDNA were amplified using the primers listed in 
supplementary methods. Amplification, data acquisition and gene expression levels 
(calculated using the 2−ddCt method) were described in supplementary methods. 
Immunohistofluorescence: the protocol was detailed in supplementary methods. 
Briefly, after fixation and permeabilization, cerebral arteries were incubated with anti-Piezo1 
(N-15, sc-164319) and anti-FAM38B/Piezo2 (S-20, sc-84818) antibodies (Santa Cruz 
Biotechnology). Then, vessels were rinsed and incubated respectively with fluorescent anti-
goat (1:200, FP642-goat) and anti-rabbit (1:200, FP488-rabbit) donkey secondary antibodies 
(Interchim). Samples were mounted and observed with SP5 and LSI confocal microscopes 
(Leica Microsystems). 
Statistical analysis: Statistical analyses were produced with Graphpad Prism 
software. Data are expressed as means ± S.E.; n represents the number of tested arteries. 
Significance between different conditions was tested by one way ANOVA test with Tukey 
post-hoc test. P values were indicated into the text and symbolized by  if p<0.05 and  
if p<0.001.  
 
RESULTS 
After the determination of the best reference genes usable in our study with GeNorm 
software, the expression levels of FAM38A and FAM38B encoding Piezo1 and Piezo2 were 
analyzed. Firstly, Piezo2 but not Piezo1 was detected by RT-qPCR in cerebral arteries from 
C57Bl6J mice. Secondly, the RT-qPCR experiment indicated that the expression of Piezo2 
increased during aging from 1 to 6 months-old (Figure 42A). After verification of antibody 
specificity by westernblot (not shown), a specific immunostaining of Piezo2 was observed in 
isolated cerebral arteries whereas Piezo1 immunostaining was not different to non-specific 
labeling (Figure 43A-B), confirming that Piezo2 but not Piezo1 was expressed in cerebral 
arteries. Moreover, the measurement of fluorescence indicated that the expression of Piezo2 
protein was increased by aging (Figure 43C-D). 
In a second experiment, animals were exposed to HU during 3 weeks to modify the 
repartition of cerebral blood flow. This experiment, confirm that the expression of Piezo2 was 
increased during aging (6months-old versus 2months-old). In 2months-old animals the 
expression of Piezo2 was increased by HU but not in 6 months-old mice (Figure 43B). It was 
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noticeable that the effect of HU on 2 months-old mice, increased the level of Piezo2 
expression at the same level to that observed in 6 months-old mice. 
 
 
Figure 42 : Expression of PIEZO2/FAM38B gene quantified by RT-qPCR in cerebral arteries from 1-, 2- and 6-
months old mice (A) and in control (CTL) and hindlimb unloaded (HU) mice aged from 2 and 6 months (B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 43 : Expression of Piezo1 (red) and Piezo2 (green) 
proteins revealed by immunohistofluorescence in mice 
cerebral arteries (A) in comparison with the non–specific 
image (B). Piezo2 labeling in arteries from aged from 1-, 
2- and 6-months (C) and the quantifications of 
fluorescence were compared in (D). 
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DISCUSSION 
The tissue expression of Piezo1 and Piezo2 indicated that both channels could be 
expressed in vasculature
15, 16
 but our results shown that Piezo1 was not expressed in VSMC 
from cerebral arteries. Moreover, it is the first evidence that Piezo2 is expressed in VSMC 
from cerebral arteries in control as well as HU conditions. The immunostainings realized 
without or with permeabilizing agents suggest that Piezo2 could effectively express at the 
plasma membrane and in intracellular compartments as previously described
15
. The 
expression of Piezo2 was also regulated during aging and by environmental life modifications 
(HU). The HU model induces the redistribution of blood in cephalic part of the body 
provoking adaptation of the cerebral arteries via modification of gene expression
27, 30
. The HU 
reproduce partially modification observed in microgravity, but the gravity change probably 
not explained all observed effects
31, 32
. In the opposite way, in hypergravity, we have not 
obtained a significant results (data not shown) suggesting that cerebral arteries are probably 
more sensitive to HU. We have also shown a limit to the up-regulation of Piezo2 expression 
during aging precisely during aging just after the establishment of adult vasculature, that it is 
expected
33
. Finally, TRPC6 and TRPM4 has described to participate in myogenic tone 
regulation and could be activated by pressure variations
8, 9, 11
. At this stage of investigation, 
we cannot exclude that Piezo2 gives or not the mecanosensitivity to TRPC6 and TRPM4, but 
it is possible to speculate that mechanical activation of Piezo2 induces cationic current to 
increase [Ca
2+
]i necessary to activate secondary TRPM4. In TRPC6 knock-out mouse, the 
expression of TRPC3 was increased but did not replace TRPC6 function
34
. In this case, 
Piezo2 could also compensate the TRPC6 loss and as we shown, the expression of Piezo2 
could be upregulated.  
 In conclusion, Piezo2 is expressed in cerebral arteries and could be a sensor of 
mechanical stimuli applied on VSMC. In young mice, its expression is modulated in HU 
model indicated that the age is critical to adaptation to environmental modification able to 
change intra-cerebral pressure. Now, it is important to characterize the molecular interactions 
between Piezo2 and others pathways implicated in myogenic tone to evaluate the function of 
Piezo2 in cerebrovascular disorders. 
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V. Discussion générale 
Le vieillissement est indiqué comme étant le plus important facteur de risque pour de 
nombreuses pathologies vasculaires comme l’athérosclérose et l’hypertension (Lakatta et 
Levy, 2003). Aujourd’hui, il est bien admis que l’augmentation de la fréquence et de la 
sévérité des déficits cognitifs comme pour les maladies neurodégénératives peuvent être dues 
à des altérations cérébrovasculaires observées au cours du vieillissement, (Wing et Tonkin, 
1997 ; Gorelick et al., 2011 ; Sharabi et Goldstein, 2011) et même à une hypertension 
systémique (Carnevale et al., 2012). 
 
Les effets délétères du vieillissement sur le système vasculaire ont été récemment 
publiés sous forme de revue (Ungvari et al., 2010 ; Toda, 2012) : affaiblissement de la voie de 
signalisation du NO au niveau de l’endothélium, stress oxydatif, inflammation, rigidité 
artérielle, raréfaction de la microvasculature et modifications de la réactivité vasculaire. Les 
données concernant les modifications moléculaires des CMLV au cours du vieillissement 
portent essentiellement sur la relaxation NO-dépendant, le stress oxydatif et l’angiogenèse 
(Ungvari et al., 2010). Cependant, ces cellules sont également le siège d’une signalisation 
calcique qui conduit principalement à la contraction des CMLV (Morel et al., 2007 ; Berridge, 
2008). Le rôle du calcium dans les effets du vieillissement vasculaire a été suggéré il y a 
quelques décennies (Cohen et Berkowitz, 1976) puis cette piste a été négligée. Mais le 
vieillissement est capable de modifier les acteurs de la signalisation calcique dans le muscle 
squelettique (O Connell et al., 2008) ou dans les neurones (Thibault et Landfield, 1996 ; 
Camandola et Mattson, 2011). C’est pourquoi, nos travaux ont exploré l’expression des 
canaux impliqués dans la signalisation calcique et la réactivité vasculaire dans les CMLV des 
artères cérébrales. 
 
Nos résultats montrent pour la première fois, qu’il existe une altération, au cours du 
vieillissement, de la signalisation calcique dans les CMLV des artères cérébrales chez la 
souris. Cette signalisation calcique se décompose en deux phénomènes contraires : 
l’augmentation de calcium cytosolique (entrée de calcium via les canaux situés à la membrane 
plasmique, et la libération de calcium à partir des stocks) et une diminution de calcium 
cytosolique (extrusion du calcium via les pompes situées à la membrane plasmique et le 
remplissage des stocks calciques).  
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1. Vieillissement et influx de calcium  
1.1 Altération du CICR avec l’âge : diminution de la contraction 
Dans la CMLV, la stimulation des canaux de type L est un mécanisme très important, 
puisqu’elle induit une vasoconstriction via une dépolarisation de la membrane plasmique et 
via une activation due à la stimulation des récepteurs couplés aux protéines G (Nelson et al., 
1988). La modulation du courant calcique induit par ces canaux, observée au cours du 
vieillissement, peut être due soit à la modulation de la transcription des gènes codant pour ces 
canaux, soit à des modifications post-traductionnelles de ces gènes (phosphorylation par 
exemple). Nos résultats nous permettent de corréler la diminution du signal calcique et de la 
contraction induits par une dépolarisation, à une baisse de l’expression du gène CaV1.2 qui se 
traduit par une diminution du marquage fluorescent de la DHP observée par comparaison 
entre des souris jeunes et des souris âgées.  La diminution de l’expression de CaV1.2 a déjà 
été montrée dans les CMLV d’artères carotidiennes chez l’homme âgé présentant un profil 
athérosclérotique (Tiwari et al., 2006). Cette diminution peut être expliquée par la présence de 
facteurs mitogènes due à l’inflammation locale des plaques d’athérosclérose qui induisent la 
migration et la différenciation des CMLV (Ross, 1999 ; Doherty et al., 2003 ; Owens, 1995). 
En effet, lorsque les cellules sont en cours de différenciation ou prolifération, on peut 
observer une diminution d’expression de CaV1.2 (Dudkin et al., 1988 ; Gollasch et al., 1998). 
La croissance et la prolifération des CMLV sont associées avec un nombre important de 
maladies vasculaires, telles que l’hypertrophie de la média dans l’hypertension et 
l’épaississement de l’intima dans l’athérosclérose.  
  
L’influx de calcium induit par les canaux CaV1.2 est amplifié par le mécanisme de 
CICR qui est aussi affecté chez la souris âgées via la diminution de l’expression de RYR2. Il 
est bien admis que le récepteur RYR2 a une fonction prépondérante dans le mécanisme de 
CICR à la suite d’une dépolarisation de la CMLV (Coussin et al., 2000 ; Dabertrand et al., 
2008). Nos résultats confirment ceux obtenus sur des artères mésentériques de souris 
C57Bl6/j âgées de 30 mois (Del Corsso et al., 2006). Cette altération de l’expression de 
RYR2 pourrait également rendre compte d’une altération du tonus myogénique, qui a pu être 
mis en évidence chez des individus âgés (Gros et al., 2002). Ce tonus myogénique est connu 
pour être dépendant de la concentration de calcium cytosolique et de l’activation des CaV et 
des RYR (Davis and Hill, 1999 ; Knot et al., 1998).  
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RYR2 est l’isoforme le plus abondant dans le cerveau et le cœur, et il est régulé par la 
Calstabin-2 (FKBP12.6) (Marks et al., 1996). Ainsi, calstabin-2 lie et stabilise les canaux 
RYR2 pour former un complexe dans un état de repos, pour inhiber la libération de calcium 
intracellulaire (Lehnart et al., 2003 ; Zalk et al., 2007). Dans notre étude, le vieillissement ne 
reflète pas exclusivement une diminution de l’expression des gènes de la signalisation 
calcique, puisque nous avons mesuré une augmentation de l’expression de FKBP12.6. Cette 
augmentation suggère un maintien plus important de l’inhibition de RYR2 avec l’âge, ce qui 
donne un argument supplémentaire pour l’explication de la diminution de la réponse calcique 
induite par la caféine au cours du vieillissement. Dans les cardiomyocytes, lorsque FKBP12.6 
est surexprimée, il est constaté une diminution de la fuite calcique du réticulum dépendant de 
RYR2 (Prestle et al., 2001 ; Gomez et al., 2004). A l’inverse, un KO de FKBP12.6 induit une 
augmentation de la libération du Ca
2+
 stocké, dépendantes de RYR2 (Lehnart et al., 2008) 
provoquant une arythmie cardiaque et une mort subite cardiaque induite par l’exercice 
(Wehrens et al., 2004 ; Marks et al., 2003 ; Shou et al., 1998).  
 
Dans la CMLV, l’interaction FKBP12.6/RYR2 est régulée par le cADPR afin de 
contrôler les mécanismes de CICR (Venturi et al., 2012). La surexpression de FKBP12.6 au 
cours du vieillissement dans les artères cérébrales peut être responsable de la diminution de la 
libération de calcium induite par le cADPR.  
Nos résultats montrent ainsi que l’augmentation de l’expression de FKBP12.6, la 
diminution de l’expression de RYR2 et de CaV1.2 au cours du vieillissement sont 
concomitantes avec la diminution du signal calcique induite par ces canaux, ainsi que la 
diminution de la contraction des myocytes vasculaires induite par le KCl et la caféine. Au 
cours du vieillissement les altérations moléculaires de ces acteurs impliqués dans le CICR ont 
un impact fonctionnel sur la contraction de la CMLV. 
 
Nous avons également investigué la voie NAADP puisque celle-ci est impliquée dans 
les phénomène de vasoconstriction induits par l’endothéline-1 et la norépinéphrine (Boittin et 
al., 2002 ; Kinnear et al., 2008 ; Thai et al., 2009). 
Récemment, il a été démontré que les canaux TPCN sont activés par le NAADP et 
sont localisés dans les endosomes (TPCN1) et lysosomes (TPCN2). Ces canaux peuvent 
relayer les signaux calciques dépendants des RYR (Zhu et al., 2010). TPCN2 est impliqué 
dans la contraction de la CMLV et l’autophagie (Galione et al., 2010 ; Pereira et al., 2011), 
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alors que la fonction de TPCN1 est plus imprécise (Brailoiu et al., 2009). Cependant, nos 
résultats indiquent qu’au cours du vieillissement l’expression de TPCN1 augmente dans les 
ACM, ce qui est corrélé à une augmentation de l’amplitude des signaux activés par le 
NAADP. Cette augmentation peut représenter un risque athérosclérotique puisque le NAADP 
est impliqué dans l’autophagie (Gomez-Suaga et al., 2012 ; Pereira et al., 2011) qui se produit 
dans les CMLV en réponse à une inflammation (Zhang et al., 2010).  
 
1.2 Modifications de la voie IP3 avec l’âge : diminution de la sensibilité à l’IP3 
La seconde voie de signalisation impliquée dans l’augmentation de calcium 
intracellulaire, est celle régulée par les canaux IP3R situés sur la membrane du RS. Nos 
résultats montrent une adaptation des différents sous types d’IP3R en fonction des artères 
cérébrales au cours du vieillissement. Si d’un point de vue anatomique, les ACM et ACP sont 
similaires, elles apparaissent différentes concernant la sensibilité aux AVC (Libman et al., 
2001) et la réactivité induite par L-arginine (Perko et al., 2011). La plus importante différence 
observée dans notre étude entre les ACM et les ACP est la diminution de l’expression 
d’IP3R1 au profit d’IP3R3 dans l’ACP, et l’augmentation de l’expression d’IP3R2 dans 
l’ACM qui s’effectuerait au cours du vieillissement. Les sous-types d’IP3R sont différemment 
régulés par l’IP3 et le Ca²+ (Morel et al., 2003 ; Fritz et al., 2008 ; Uhlén et Fritz, 2010). 
Comme attendu, l’augmentation de l’expression d’IP3R3 observée au cours du vieillissement 
dans l’ACP est corrélée avec la diminution de la sensibilité à l’IP3 sans modification de 
l’amplitude maximale de la réponse; et l’augmentation d’IP3R2 dans l’ACM est corrélée avec 
l’augmentation de la sensibilité à l’IP3 et l’inactivation plus rapide  par le Ca²+. De plus, les 
résultats sur la contraction des myocytes (ACP) sont en concordances avec le niveau 
d’expression des IP3R et les signaux calciques générés par l’IP3, puisque la contraction 
induite par la phényléphrine qui active majoritairement la voie de transduction aboutissant à la 
production d’IP3, ne varie pas au cours du vieillissement. Nos résultats suggèrent également 
une modification de la voie de signalisation calcique activée par l’IP3 qui sera différente en 
fonction du territoire vasculaire observé. 
 
1.3 Augmentation de l’expression des canaux méchanosenseurs 
Comme de nombreux canaux de la famille TRP, les canaux PIEZO1 et PIEZO2 ont 
été décrits récemment comme étant des canaux cationiques sensibles à la pression (Coste et 
al., 2010) tandis que les canaux TRPP2 seront sensibles aux variations de flux (Hofherr et al., 
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2011). Le vieillissement se caractérisant par une modification de la réactivité vasculaire, nous 
avons émis l’hypothèse que le vieillissement pouvait moduler l’expression de ces canaux. 
Dans notre étude, nous avons mis en évidence l’expression de PIEZO2 dans les artères 
cérébrales de souris en particulier au niveau intracellulaires tandis que PIEZO1 ne semble pas 
être exprimé. Cette expression augmente avec l’âge mais dans une plage temporelle beaucoup 
plus précoce entre le premier mois post-natal et la maturité sexuelle (2 mois) puis cette 
expression semble rester constante tout au long de la vie. L’expression de TRPP2 augmente à 
l’âge adulte pour être maximale chez les individus de plus de 18 mois. Cela suggère que ces 
deux canaux ont des fonctions différentes dans la maturation et le vieillissement des artères 
cérébrales. Le canal TRPP2 est connu pour pouvoir interagir avec les autres canaux du 
réticulum (RYR et IP3R) et moduler la libération du Ca
2+
 stocké dans des lignées cellulaires 
et dans les cardiomyocytes. Nous avons montré que dans les artères cérébrales de souris 
jeunes ces régulations existent mais elles sont affectées chez la souris âgées. Ceci participant 
encore aux explications possible de l’adaptation de signalisation calcique chez les animaux 
âgés. Si le rôle du canal TRPP2 se précise, le rôle du canal PIEZO2 dans la signalisation 
calcique reste à découvrir. Il faut pour cela également trouver des outils moléculaires capables 
d’activer ou inhiber l’expression et la fonction du canal. 
 
2. Vieillissement et diminution de la concentration en calcium cytosolique 
La concentration de calcium intracellulaire est très rapidement cytotoxique à des 
concentrations élevées. C’est pourquoi, des mécanismes d’actions existent dans la CMLV afin 
de permettre un retour à l’état basal du calcium cytosolique. Cette diminution du calcium 
passe soit par l’extrusion du Ca²+ intracellulaire à l’extérieur de la cellule via des pompes 
situées à la membrane plasmique, les PMCA, qui sont des pompes Ca²
+
 - ATPase ; soit par la 
recapture du calcium vers le RS principalement via des pompes Ca²
+
 -ATPases du RS 
(SERCA). 
 
2.1 Altération de l’efficacité de remplissage du RS 
Les SERCA sont des pompes à activité ATP-asique et sont responsables du 
remplissage calcique du RS. Ces pompes sont régulées par une protéine, le phospholamban 
(PLB) qui a l’état non phosphorylé va inhiber l’activité des SERCA. Nos résultats mettent en 
évidence une cinétique de remplissage des stocks calciques diminuée. Chez les souris âgées, 
les modifications d’expressions des gènes codant pour SERCA2a, SERCA2b, SERCA3 et 
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PLB, induisent globalement la décélération des cinétiques de retour des signaux calciques. 
Cette diminution du remplissage du RS peut également être due à une diminution de 
l’activité des pompes SERCA, comme cela a déjà été démontré dans les travaux de Kaplan et 
al., 2007. Le rapport entre la première et la seconde réponse calcique activée par la caféine 
peut être interprétée comme un index de l’efficacité du remplissage du stock calcique.  
La diminution de l'expression de SERCA2 au cours du vieillissement a également été 
observée dans les neurones (Michaelis et al., 1996). Ces pompes ATPase peuvent être 
impliquées dans le retour au niveau basal des signaux calciques et un changement de 20-25% 
du niveau d'expression de ces pompes est nécessaire pour modifier de façon significative la 
charge en calcium du RS (Brini et Carafolli, 2000). De plus, au cours du vieillissement 
l'activité mitochondriale a été globalement affectée (Nicholls et al., 2004) diminuant 
potentiellement la disponibilité de l'ATP pour les SERCA et autres pompes comme les 
PMCA.  
A ce stade, il est possible de proposer 3 hypothèses à explorer pour expliquer ce 
phénomène : (1) soit l’activité des SERCA est diminuée au cours du vieillissement, dans ce 
cas, la mesure de la disponibilité d’ATP est nécessaire, (2) soit les stocks calciques sont moins 
importants avec l’âge, dans ce cas, la quantité de Ca2+ contenue dans le RS devrait être 
mesurée, (3) soit les pompes SERCA sont plus inhibées par PLB chez les souris âgées ; la 
diminution de son expression pourrait laisser penser l’inverse. Ces données pourraient être 
complétées par la mesure de l’état de phosphorylation du PLB. 
 
L'entrée de calcium dans les stocks intracellulaires est également supportée par les 
canaux TRPC et ORAI situés dans la membrane plasmique et STIM et SARAF dans le RS. 
Dans les CMLV, comme décrit récemment (Shen et al.,  2011 ; Derler et al., 2012), dans le 
cas d’une déplétion des stocks calciques, STIM1 peut interagir avec TRPC et ORAI afin de 
déterminer leur fonction en tant que canaux SOCE.  La diminution de l’expression de STIM1 
observée dans notre étude peut suggérer une diminution du remplissage du RS via les SOCE. 
Mais le SOCE n’est pas facile à apprécier dans les CMLV. Enfin, SARAF (SOCE associée au 
facteur de régulation), dont le rôle est de prévenir l’excès de calcium dans le RS (Palty et al., 
2012), ne varie pas au cours du vieillissement.  
Le TRIC-A et -B sont canaux définis pour faciliter la libération de calcium dans le RS. 
Ils ont été décrits dans les CMLV mésentérique (Yamazaki et al., 2009 ; Zhao et al., 2010 ; 
Yamazaki et al., 2011). TRIC-A par l'intermédiaire de son rôle dans la signalisation calcique 
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participe au maintien de la pression artérielle et son knock-down induit l'hypertension 
(Yamazaki et al., 2011). De plus, le KO de TRIC-A induit une surcharge en calcium du RS. 
Dans notre étude, nous avons constaté que les deux canaux TRIC ont été exprimés dans les 
artères cérébrales. Si l’expression de TRIC-A est inchangée avec l’âge, celle de TRIC-B a 
diminué chez les souris âgées. TRIC-B est nécessaire pour le développement alvéolaire, mais 
son rôle dans la vascularisation est inconnu. Le KO du TRIC-B induit une surcharge de 
calcium du réticulum et la diminution de [Ca
2+
]i au repos (Yamazaki et al., 2009). Chez les 
souris âgées, la diminution de l’expression de TRIC-B pourrait être nécessaire pour maintenir 
le niveau de calcium au repos et la teneur en calcium dans le RS, car il est établi que son 
augmentation participe à activer l'apoptose et pourrait équilibrer la diminution de SERCA. 
Nos expériences montrent que les paramètres cinétiques de remplissage calcique du 
RS ont été affectés par la baisse des expressions de SERCA2, PLB, TRIC-B et STIM1. Ces 
changements dans la signalisation calcique peuvent participer à l'hypo-vasoconstriction. 
 
2.2 Altération de l’extrusion du calcium 
Les PMCA jouent un rôle important dans le maintien de [Ca
2+
]i. Nos résultats 
indiquent clairement une diminution de l’extrusion du calcium via les pompes situées à la 
membrane plasmique. Cette altération est corrélée avec les résultats de PCR quantitative 
montrant globalement une diminution de l’expression des PMCA4. Ces résultats sont corrélés 
aux résultats obtenus dans l’étude de Gomez-Pinilla et al. (2007), qui montrent une 
diminution globale de l’extrusion du calcium au cours du vieillissement dans les cellules 
musculaires lisses de la vessie. Cette étude montre que les CML de la vessie utilisent trois 
systèmes de transport pour diminuer la concentration en calcium dans le cytosol : les SERCA, 
les échangeurs NCX et les PMCA. Le système qui apparaît être le plus actif est le système des 
échangeurs NCX, dont la contribution est estimée à 56% (vs 31% et 27%, pour les SERCA et 
les PMCA, respectivement). L’addition des contributions de ces trois systèmes excède 100%, 
ce qui peut donc suggérer la présence d’une interaction entre les systèmes de transport. 
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I. Introduction  
Depuis presqu’un siècle (Osborne et al., 1917), la restriction calorique (RC) est 
connue pour agir sur la longévité, en augmentant l’espérance de vie de 30 à 40%, et cela sur 
différents modèles, taxonomiquement éloignés, allant de la levure au singe Rhésus (Wang et 
al., 2004 ; Kenyon, 2005 ; Piper et al., 2005 ; Piper et Bartke, 2008). Les effets 
physiologiques les plus constants de la RC sont une diminution du poids corporel, de la masse 
grasse, des lipides sanguins et de la pression artérielle, (Duffy et al., 1990 ; Masoro, 2003 ; 
Sinclair, 2005 ; Masoro, 2007). La RC atténue la progression des changements biologiques 
associés à l'âge et retarde le début et l'incidence des maladies associées à l'âge, comme les 
maladies cardiovasculaires (Ungvari et al, 2008). En effet, il a été montré que la RC améliore 
la vasodilatation artérielle (Dolinsky et al., 2010 ; Rippe et al.,2010) et retarde le 
développement des lésions athérosclérotiques chez les rongeurs (Guo et al., 2002). 
Actuellement, les mécanismes qui sous-tendent les effets de la RC sont loin d’être tous 
définis, cependant le concept le plus populaire est l'hypothèse de la diminution du stress 
oxydatif ; les résultats de plusieurs études fournissent un appui de cette hypothèse (Merry, 
2000 ; Merry, 2004 ; Yu et al., 1996 ; Ungvari et al., 2008 ; Ash et Merry, 2011). 
Le vieillissement est un processus complexe, lent et progressif, c’est pourquoi l’étude 
de la longévité peut engendrer des contraintes de temps. Cependant, il existe des souris à 
vieillissement accéléré que l’on appelle SAM (Senescence Accelerated Mice). Elles sont 
issues de la souche de souris AKR/J, mais ont subi de nombreuses mutations au fur et à 
mesure des générations, menant à un phénotype et génotype différents. Parmi les différentes 
souches, la SAMP8 présente une espérance de vie franchement raccourcie (12 mois), des 
déficits d’apprentissage et de mémoire, une altération de la réponse immunitaire, une 
augmentation d’espèces réactives de l‘oxygène (ROS), et des troubles d’ordre vasculaire 
induits par un dysfonctionnement de l’endothélium  lié à une diminution de la production de 
eNOS et à une altération de sa structure (Miyamoto et al., 1986 ; Takeda, 2009 ; Novella et 
al., 2010). La souche SAMR1, dont l’espérance de vie est 18-20 mois, est plus résistante à 
toutes ces altérations et est utilisée comme le contrôle de la SAMP8 (Takeda, 2009). 
Aujourd’hui seulement quelques équipes ont étudié les effets de la RC chez les souris 
SAMP8 et SAMR1. Si plusieurs études montrent que la RC améliore les performances 
mnésiques à l’aide de différents tests comportementaux (Miyamoto et al., 1986 ; Yagi et al., 
1988 ; Komatsu et al., 2008 ; Flood et Morley, 1993 ; Miyamoto et al., 1992), il n’existe 
qu’une seule étude qui a tenté d’en trouver la raison au niveau moléculaire par la mesure des 
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niveaux de neurotransmetteurs chez ses animaux sous RC (Kim et Choi, 2000). Aucune autre 
expérience n’a été entreprise pour comprendre les mécanismes qui sous-tendent les effets de 
cette RC sur la mémoire. Au cours du vieillissement, il y a une altération vasculaire cérébrale 
qui contribue à la diminution de la perfusion cérébrale ou hypoperfusion qui pourrait 
provoquer une diminution de l’activité neuronale et à long terme provoquer la 
neurodégénérescence (Crawford, 1998 ; Cada et al., 2000 ; Ajmani et al., 2000). Nous avons 
émis l’hypothèse que la réactivité vasculaire pourrait être affectée très tôt chez la souris 
SAMP8 et que le protocole de RC est capable d’améliorer les performances mnésiques ou de 
compenser les effets liés au vieillissement prématuré. 
Nous nous sommes donc intéressés aux effets de la RC sur la signalisation calcique 
des myocytes des artères cérébrales. Un des phénomènes le plus probable pouvant expliquer 
le vieillissement prématuré de la souris SAMP8 étant l’augmentation des espèces réactives de 
l’oxygène, nous avons tenté de corréler les effets observés sur la signalisation calcique avec la 
capacité oxydative intracellulaire.  
Ce travail vise à répondre à la question suivante : quels sont les effets de la RC sur la 
signalisation calcique et le stress oxydatif dans les myocytes d’artères cérébrales chez 
SAMP8 ? 
 
II. Matériels et méthodes 
II.1 Animaux et régimes alimentaires 
L'étude a été réalisée sur des souris SAMP8 et SAMR1. Toutes les souris sont élevées 
dans des enceintes contrôlées (température : 22°C ; humidité : 68% ; cycles 
lumière/obscurité : 12/12 h) avec un accès à l'eau permanent. Quatre groupes expérimentaux 
ont été définis selon leur régime alimentaire (contrôle ou RC) et la souche (SAMP8 ou 
SAMR1). Toutes les souris SAMP8 et SAMR1 ont reçu un régime contenant 9-11% de 
lipides, 52-58% de glucides et 33-37% de protéines pendant une durée de 25 semaines. Les 
souris sont soumises soit à un régime contrôle (ssniff® R/M-H) soit à un régime restreint en 
calories (RC) de 29% (ssniff® R/M Ered II) dès la fin du sevrage (souris âgées de 2 mois). La 
proportion des différents nutriments ne varie pas, seule l’énergie métabolisable est réduite de 
29% pour le régime RC. Cette réduction est due à la composition de la fraction glucidique 
dont les fibres représentent 14% (vs 4.9% pour le régime contrôle) et sont constituées 
principalement de cellulose, nutriment non métabolisable (Tableau 9). La quantité de 
vitamines, minéraux et oligo-éléments reste équivalente entre le régime contrôle et le régime 
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RC.  Les souris reçoivent 5g de nourriture/jour/souris. La croissance pondérale des animaux a 
été suivie tout au long de la période de préparation des animaux et tous les efforts ont été faits 
pour réduire au minimum le nombre d'animaux utilisés et leur souffrance.  
 
 
Tableau 9: Composition des régimes contrôle et RC utilisés pour les souris SAMR1 et SAMP8. Ces régimes ont été 
commencés dès la fin du sevrage et ont duré 5 mois. La quantité administrée pour chaque souris est identique quelque 
soit le régime, seule l’énergie métabolisable est diminuée de 29% pour le régime RC. 
 
II.2 Prélèvements des artères cérébrales 
Les souris ont été tuées par dislocation cervicale. Les artères cérébrales antérieures, 
moyennes et postérieures (ACA, ACM et ACP) ont été isolées et recueillies dans une solution 
tamponnée au phosphate (PBS) à 4°C. Les vaisseaux ont été disséqués de manière à enlever 
l’adventice, les méninges et l'endothélium afin de garder uniquement les cellules musculaires 
lisses. 
 
II.3 Dosage de corticostérone libre dans le sérum 
Les échantillons de sang prélevés sur les souris SAM, sont centrifugés à 1000 g 
pendant 15 minutes et le surnageant est prélevé pour être stocké à –20°C. Les 
glucocorticoïdes sont dosés à l’aide d’un kit ELISA (DetectX Corticosterone, Arbor Assays). 
Les échantillons sont dilués (1:100) dans le tampon de dilution du kit. Une gamme étalon est 
également préparée. Les échantillons et standards sont déposés dans les puits de la plaque, 
puis le tampon de réaction contenant l’anticorps primaire anti-corticostérone est ajouté. Après 
deux heures d’incubation la plaque est rincée et la solution contenant le substrat 
chemoluminescent est ajouté. Le substrat réagit avec la peroxydase couplée à l’anticorps pour 
produire le signal lumineux lu à 450 nm dans un lecteur de plaque Optima (BMG Labtech). 
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II.4 Mesure du niveau d’oxydation des myocytes par sonde H2DCF-DA 
La sonde 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacétate (H2DCF-DA) permet de mesurer 
les réactions d’oxydation qui peuvent se produire dans les cellules puisque l'oxydation de la 
sonde va libérer un groupe fluorescéine qui sera détectée par fluorescence (excitation 488 nm, 
émission 520 ± 20 nm). Nous avons ainsi caractérisé chez les souris SAM la charge en sonde 
dans les différentes conditions expérimentales pour quantifier de façon relative le pouvoir 
oxydant régnant dans les myocytes vasculaires. Pour ce faire les artères cérébrales placées 
sous microscope confocal sont placées dans une solution contenant 10 µM de sonde H2DCF-
DA. Pour l'ensemble des expériences les paramètres de réglages du microscope confocal 
(puissance laser, iris, gain, offset,...) sont gardés constants et le réglage fait en sorte d'avoir 
une fluorescence qui soit minimale avant application de la sonde. Une application d'une 
concentration élevée d’H2O2 a permis de vérifier la valeur maximale d'oxydation de la sonde 
qui est observable dans chaque condition. 
 
II.5 Etude de la signalisation calcique par microscopie confocale  
Les artères cérébrales sont isolées et disséquées selon le protocole décrit 
précédemment. Les vaisseaux sont collés sur des lamelles préalablement recouvertes de Cell-
Tak™ (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) et conservés dans un milieu de culture 
M199 (Invitrogen™) à 37°C sous atmosphère avec 5% de CO2. Ensuite, la sonde Fluo-8 
acétoxy-méthylester (AM) est diluée dans le milieu de culture pour atteindre une 
concentration finale de 1 μM, puis incubée 20 minutes à 37°C. Une fois les vaisseaux chargés 
en sonde, ils sont rincés avec une solution physiologique, appelée aussi Mac Ewen (NaCl 125 
mM ; KCl 5,6 mM ; MgCl2 1 mM ; CaCl2 2 mM ; glucose 11 mM ; HEPES 8 mM ; pH 7,4). 
Les lamelles sont ensuite montées sur une cuve expérimentale perfusée afin d’être observées 
au microscope confocal TCS SP5 (Leica Microsystems). La sonde Fluo8 s’excite à 488 nm et 
la fluorescence émise est recueillie entre 500 et 550 nm, la vitesse d’acquisition dépend du 
signal observé (0.8 ou 3.3 images/s).  
Activateurs de la signalisation calcique : afin d’étudier spécifiquement les réponses 
induites par l’IP3, les artères ont pu être préalablement incubées (30 min à 37°C, 5% CO2) en 
présence d’IP3 piégé dans une cage moléculaire pouvant être clivée à tout moment par un 
flash UV (allant de 50V à 300V) pour libérer l’IP3 dans le cytoplasme. Plusieurs substances 
pharmacologiques ont été administrées dans le système de perfusion afin de mettre en 
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évidences les différentes voies impliquées dans la signalisation calcique. La caféine (10 mM) 
active les canaux RYR. Cependant, appliquée deux fois de suite, elle permet de mettre en 
évidence la capacité des stocks calciques à se recharger. La thapsigargine (10 µM) inhibe 
l’activité des pompes SERCA et ainsi inhibe le remplissage du stock calcique. Enfin, l’H2O2 
appliquée à différentes concentrations (2,6 ng/µl ; 26 ng/µl ; 260 ng/µl) permet d’augmenter 
rapidement le niveau d’oxydation des composants cellulaires. 
 
II.6 Traitement et analyse des résultats 
La variation de fluorescence a été analysée par les logiciels LAS-AF qui permettent 
l’acquisition de l’image et sur les zones d’intérêts (myocytes) délimitées par 
l’expérimentateur. Les données sont traitées par une analyse de variance (ANOVA) suivie du 
test post hoc de Fisher permettant de comparer entre eux les différents groupes expérimentaux 
pour une variable donnée. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. Les valeurs de 
p<0,05 sont considérées comme statistiquement significatives.  
 
III. Résultats 
III.1 Effets de la RC sur le taux de mortalité 
Lors de notre étude, les animaux ont été soumis aux différents régimes dès l’âge de 
2 mois jusqu’à l’âge de 7 mois. Après cette durée de régime de 25 semaines, tous les animaux 
ont été sacrifiés. Cependant, nous avons suivi les effectifs des animaux et noté le taux de 
mortalité (exprimé en pourcentage de l’effectif initial) durant cette période. Nous avons relevé 
un taux de mortalité plus élevée chez les animaux sous RC : SAMR1 CTL (15%), SAMR1 
RC (30%), SAMP8 CTL (30%) et SAMP8 RC (40%). Mais cette observation, est à 
rapprocher d’une plus grande fragilité des animaux placés en RC vis à vis de perturbations 
environnementales. Néanmoins, les premiers décès surviennent plus tard chez les souris 
SAMP8 par rapport aux souris SAMR1. En effet, le premier décès chez les souris 
SAMR1 CTL, SAMR1 RC, SAMP8 CTL et SAMP8 RC apparaît au bout de la 11
ème
, 7
ème
, 
17
ème
 et 13
ème
 semaine, respectivement. 
 
III.2 Effets de la RC sur le poids corporel 
La Figure 44 illustre les différences de poids moyens entre les quatre groupes 
expérimentaux : SAMR1 contrôle (CTL) et RC, et SAMP8 CTL et RC (Figure 44A). Au 
cours des 25 semaines, quel que soit le régime (CTL ou RC), les souris SAMR1 présentent la 
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même évolution de prise de poids puisque les pentes des droites sont identiques (p=0.7116, 
Figure 44B). Cependant, les SAMR1 RC ont un poids inférieur à celui des SAMR1 CTL 
(p<0.0001). Malgré la RC, le poids moyen des souris SAMR1 continue d’augmenter tout au 
long du régime (Figure 44B). Quant aux souris SAMP8 RC, elles ne suivent pas la même 
évolution de prise de poids que les SAMP8 CTL, car les pentes des deux droites sont 
significativement différentes (p<0.0001). Les SAMP8 CTL ont un poids moyen qui augmente 
sur toute la durée du régime, alors que les souris SMAP8 RC ont un poids moyen qui reste 
constant pendant les 25 semaines (Figure 44C). On constate également que pour le régime 
CTL, les SAMR1 et les SAMP8 n’évoluent pas de la même manière concernant la prise de 
poids (p=0.04239) (Figure 44A et D). 
Ces résultats montrent que la RC n’a pas le même effet sur les souris SAMR1 et 
SAMP8. En effet, chez les SAMR1, la RC diminue de manière significative le poids moyen 
sans perturber l’évolution de la prise de poids, alors que chez les SAMP8 le poids moyen est 
diminué mais l’évolution de la prise de poids aussi. 
 
 
Figure 44 : Poids corporel moyen (+/- SEM) des souris SAMP8 et SAMR1 sur 25 semaines au cours du régime 
contrôle ou RC - (A) Représentation des poids corporels moyens (g) des quatre groupes expérimentaux au cours des 
régimes CTL et RC. (B) Représentation de l'évolution du poids corporel chez les SAMR1 au cours des régimes CTL 
ou RC. Les pentes des droites des 2 groupes ne sont pas significativement différente (p=0.7116). Le poids des souris 
SAMR1 RC est inférieur à celui des souris SAMR1 CTL (p<0.0001). (C) Représentation de l'évolution du poids 
corporel chez les SAMP8 au cours du régime CTL ou RC. Les pentes des droites des 2 groupes sont significativement 
différente (p<0.0001). Le poids des souris SAMP8 RC est inférieur à celui des souris SAMR1 CTL. (D) Comparaison 
des moyennes de poids des groupes SAMR1 vs SAMP8 CTL. Les pentes des droites des 2 groupes sont 
significativement différente (p=0.04239). 
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III.3 Effets de la RC sur la corticostérone circulante et les ROS 
Le résultat du dosage de corticostérone libre dans le sérum dans les différents groupes 
d’animaux, révèle que le régime RC augmente les concentrations sériques de corticoïde par 
rapport au régime CTL (Figure 45A, p<0.01). Cette augmentation est observée autant chez les 
SAMP8 que chez les SAMR1.  
Afin de mesurer le niveau d’oxydation des myocytes des artères cérébrales, nous 
avons incubés les vaisseaux avec la sonde H2DCF-DA. Nous avons d’abord caractérisé 
l’utilisation de cette sonde dans des artères provenant de souris SAMP8 et SAMR1 sans 
aucun régime (nourriture Ad libitum). C’est l’oxydation de la sonde qui libère la fluorescence 
dans la cellule, c’est pourquoi dans un premier temps nous avons suivi l’augmentation de 
fluorescence au cours du temps depuis l’instant où la sonde est ajoutée dans le milieu externe 
(Figure 45B et D). L’augmentation de fluorescence des cellules est liée à la charge en sonde et 
la stabilisation de la fluorescence suggère que le niveau basal d’oxydation intracellulaire est 
atteint. Si les courbes de charges sont exprimées en fonction de la valeur maximale atteinte, il 
apparaît que les pentes des courbes sont identiques suggérant qu’il n’y a pas de différence 
significative de vitesse de charge en sonde. En revanche, le niveau maximal atteint est 
différent suggérant que dans les artères au repos de la souris SAMP8 le niveau d’oxydation 
est supérieur à celui observé chez la souris SAMR1 (Figure 45B, p<0.05). Enfin, l’ajout 
d’H2O2 à différentes doses augmente la fluorescence dans les cellules indiquant que 
l’oxydation de la sonde peut encore être augmentée. L’effet de l’ajout de H2O2 est identique 
dans les artères provenant des souris SAMP8 et SAMR1 (Figure 45C). Ces résultats indiquent 
qu’il y a une augmentation des ROS chez la SAMP8. 
Lorsque le même protocole est appliqué sur des souris placées dans les conditions 
d’alimentation contrôlée. Les mêmes résultats sont obtenus : le niveau d’oxydation dans les 
conditions de repos observé chez les souris SAMP8 CTL est supérieur à celui mesuré chez les 
et SAMR1 CTL (p<0.05). Cependant, lorsque les souris SAMP8 sont soumises à un régime 
RC, le niveau d’oxydation au repos est semblable à celui observé chez les SAMR1 CTL. De 
plus, la RC ne semble pas modifier les niveaux d’oxydation des myocytes chez les SAMR1 
RC par rapport aux souris SAMR1 CTL (Figure 45D).  
Ces résultats suggèrent que la RC chez la souris SAMP8 rétablit les niveaux 
d’oxydation dans les myocytes au niveau de celui des souris contrôle (SAMR1 CTL).  
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Figure 45 : (A) Concentrations sériques de corticostérone (ng/ml) chez les souris SAMR1 CTL (n = 11), SAMR1 RC (n 
= 7), SAMP8 CTL (n = 7) et SAMP8 RC (n = 3) après 25 semaines de régime. (B et D) Charge de la sonde H2DCF-DA 
dans les ACM de SAMP8 et SAMR1 - A gauche, charge de la sonde H2DF-DA au cours du temps dans les myocytes 
d'ACM. A droite, la fluorescence moyenne +/- SEM de la sonde H2DCF-DA mesurée 30 minutes après le début de la 
charge (B) chez des souris SAMP8 et SAMR1 de 12 mois nourries Ad libitum et (D) chez des souris SAMP8 et SAMR1 
avec un régime contrôle et restriction calorique. (C) Mesure de la fluorescence émise par la sonde H2DCF-DA après 
application de différentes concentrations de H2O2 -  ANOVA, post-hoc Fisher, p<0.05. 
 
III.4 Effets de la RC et des ROS sur les signaux calciques dépendants des RYR 
Les RYR sont directement activés par la caféine (0.01 mol/L) et indirectement par le 
KCl (0.14 mol/L). En effet, l’application de 140 mM de KCl provoque une dépolarisation de 
la membrane plasmique qui active les canaux calciques voltage dépendant (CCVD) 
responsable d’un influx de calcium qui est alors amplifié par la libération du calcium stocké, 
par activation des RYR (CICR, Calcium Induced Calcium Release). La comparaison des 
réponses calciques induites par la caféine dans les myocytes des artères cérébrales (ACM et 
ACP) des différents groupes expérimentaux, indique que l’amplitude du signal calcique est 
augmentée chez les souris SAMP8 RC vs SAMP8 CTL (p<0.01), mais n’est pas modifié chez 
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les souris SAMR1 (Figure 46A). De plus, l’amplitude de la réponse calcique induite par 
dépolarisation ne présente de différence significative entres les quatre groupes expérimentaux 
(Figure 46B). Pour étudier l’implication réelle des RYR dans la réponse calcique liée au 
CICR, nous utilisons la ryanodine (1.10
-5
 mol/L) afin d’inhiber l’activité des RYR. Après 
application de KCl et en présence de ryanodine, les réponses calciques sont alors identiques 
dans les 4 groupes expérimentaux. (Figure 46B).  
Ces résultats indiquent que la RC agit sur les réponses calciques induites par la caféine 
dans les myocytes provenant de souris SAMP8 RC, suggérant une activité plus importante des 
RYR. Cependant, la RC n’agit pas de manière significative sur les réponses calciques liées au 
CICR.  
 
 
Figure 46 : Moyenne +/- SEM des amplitudes maximales des réponses calciques (F/F0), dans les myocytes des artères 
cérébrales (ACM et ACP), chez SAMR1 CTL, SAMR1 RC, SAMP8 CTL et SAMP8 RC, induites par (A) la caféine 
(0.01 mol/L) et (B) le KCl (0.14 mol/L) en conditions contrôle et en présence de ryanodine (1.10-5 mol/L) – Les valeurs 
entre parenthèses correspondent au nombre de cellules utilisées pour le traitement des résultats -  ANOVA, post-hoc 
Fisher, p<0.05. 
 
L’application de caféine (0.01 mol/L) à la suite d’une incubation (5 minutes) d’H2O2 à 
différentes concentrations (2,6 ; 26 et 260 µmol/L), permet d’étudier l’effet de l’oxydation sur 
l’activité des RYR. La Figure 47 indique que les réponses calciques induites par la caféine 
sont inhibées par l’H2O2 de façon concentration-dépendante dans les artères cérébrales 
provenant des souris placées en RC. Chez les animaux sous RC, l’augmentation du niveau 
d’oxydation diminue l’activité des RYR suggérant que les effets de la RC sur la signalisation 
calcique peuvent être abolis par oxydation.  
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Figure 47 : Réponses calciques induites par la caféine suite à une incubation des artères cérébrales (ACM) avec de 
l’H2O2 à différentes concentrations (2.6 ; 26 et 260 µmol/L). Les réponses sont exprimées en % de la réponse calcique 
induite par la caféine sans incubation préalable avec de l’H2O2. Les valeurs entre parenthèses correspondent au 
nombre de cellules utilisées pour le traitement des résultats -  ANOVA sur les valeurs brutes, post-hoc Fisher, 
p<0.05. 
 
III.5 Effets de la RC sur les réponses calciques induites par l’IP3 
Après le chargement des artères (ACM et ACP) avec la molécule d’IP3 encagé 
(2.10
-6
 mol/L), nous avons effectué sa photolyse à des intensités de flash différentes afin de 
déterminer l’affinité des différents récepteurs pour l’IP3, dans chaque condition 
expérimentale. L'intensité du flash est proportionnelle à la quantité d’IP3 libérée. Dans les 
artères cérébrales, l'affinité apparente de l’IP3 semble diminuée chez les souris SAMP8 CTL 
mais serait restaurée grâce à la RC (Figure 48). De plus, les réponses calciques activées à 
300V sont significativement augmentées chez les animaux placés en RC. Ce résultat suggère 
soit une augmentation de la capacité des IP3R à libérer le calcium stocké (augmentation de 
l’effet potentiateur du calcium sur les IP3R) soit une augmentation de la part du CICR 
(Boittin et al., 1998), ou encore une augmentation du calcium stocké.  
 
 
Figure 48 : Moyenne +/- SEM de l'amplitude maximale de la réponse calcique (F/F0) induite par l’IP3 dans les 
myocytes d’artères cérébrales (ACM et ACP) - Réponses chez les SAMR1 CTL (trait noir), SAMR1 RC (pointillés 
noirs), SAMP8 CTL (trait rouge) et SAMP8 RC (pointillés rouges) – 37-94 cellules ont été testées pour chaque 
condition.  ANOVA, p <0,0001. 
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III.6 Effets de la RC sur le remplissage des stocks calcique 
Pour étudier le remplissage des stocks calciques, nous avons effectué deux 
applications successives de caféine, puis une application de caféine avec thapsigargine 
(1.10
-5
 mol/L) sur les artères cérébrales des souris SAMR1 et SAMP8. Dans la Figure 49, une 
seconde application de caféine immédiatement après le retour au niveau de base (60 à 90s) de 
la première application, induit une réponse calcique largement diminuée par rapport à la 
première caféine, dans les quatre groupes expérimentaux (diminution de 20%, 16%, 36% et 
22% pour les SAMR1 CTL, SAMR1 RC, SAMP8 CTL et SAMP8 RC, respectivement). Les 
amplitudes maximales de la seconde réponse caféine, restent significativement augmentées 
chez les SAMP8 sous RC par rapport aux SAMP8 CTL (p<0.05). Enfin, une application de 
caféine a été réalisée sur les artères (ACM et ACP) en présence de thapsigargine afin de 
bloquer le remplissage des stocks calciques via les SERCA (Figure 49). Dans ce dernier cas, 
la diminution du signal est plus rapide et plus prononcé chez les souris SAMP8 CTL 
(diminution de 10%, 11%, 37% et 22% pour les SAMR1 CTL, SAMR1 RC, SAMP8 CTL et 
SAMP8 RC, respectivement). Tous ces résultats combinés suggèrent que le remplissage des 
stocks calciques impliquant les pompes SERCA, est diminué chez les souris SAMP8 CTL et 
que la RC restaure ces altérations chez les souris SAMP8. 
 
 
Figure 49 : Amplitudes moyennes des réponses calciques induites par deux applications successives de caféine 
(0.01 mol/L) en l’absence ou en présence de thapsigargine (1.10-5 mol/L). Les deux applications de caféine sont 
séparées de 60 secondes.  Les valeurs entre parenthèses correspondent au nombre de cellules utilisées pour le 
traitement des résultats -  p<0.05. 
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IV. Discussion 
La restriction calorique est considérée depuis plusieurs années comme le « remède » 
contre le vieillissement. En effet, la RC retarde le processus de vieillissement et les différentes 
pathologies liées à l’âge. Les mécanismes d’action de la RC sont loin d’être élucidés, car 
complexes et nombreux. Dans notre étude, nous avons montré que la RC pouvait avoir des 
effets sur le système vasculaire et notamment sur les myocytes d’artères cérébrales 
vieillissantes. Pour ce faire, nous avons utilisé un modèle de vieillissement accéléré, les souris 
SAMP8, qui présentent des caractéristiques de vieillissement vasculaire. Nous avons ainsi pu 
mettre en évidence un lien possible entre les ROS et les altérations de la signalisation calcique 
dans les myocytes d’artères cérébrales. 
 
IV.1 La RC diminue les phénomènes d’inflammation et de stress oxydant dans les 
myocytes d’artères cérébrales 
En effet, la théorie dite des radicaux libres a d’abord été décrite dans les années 50 
(Harman, 1956). Ainsi, le déclin des fonctions cellulaires et des organes, de même que les 
maladies dégénératives associées à l’âge pourrait être attribués aux effets délétères des ROS. 
L’ion superoxyde (O2-) et le peroxyde d’hydrogène (H2O2) sont considérés comme la 
principale cause de dommages liés à l'âge (Harman, 1972). Les antioxydants sont à ce titre 
considérés comme des molécules pouvant augmenter la longévité dans de bonnes conditions. 
Dans de nombreuses études des effets similaires sont observés sur des individus placés en RC 
ou sous traitement antioxydant ce qui tend à montrer que les effets bénéfiques de la RC 
passeraient par un effet antioxydant ou du moins une diminution du stress oxydatif. Tout 
d’abord nous avons vérifié que le protocole de RC utilisé avait bien un effet. Des paramètres 
comportementaux sont mesurables mais difficilement interprétables sur des faibles cohortes 
d’animaux, nous avons donc choisi le dosage sanguin de la corticostérone. Ainsi, le protocole 
de RC que nous avons défini induit bien une augmentation du taux plasmatique de 
corticostérone comme cela a été largement décrit (Ershler et al., 1993 ; Han et al., 2001 ; 
Jolly, 2004 ; Matsuzaki et al., 2001 ; Sabatino et al., 1991 ; Spaulding et al., 1997). Comme il 
est bien admis que les glucocorticoïdes jouent un rôle clé dans les processus inflammatoires 
en permettant aux espèces de mammifères de faire face aux facteurs de stress (Munck et al., 
1984), nous aurions pu compléter cette étude par celle des taux circulants de cytokines 
inflammatoires, tels que IL-6 et TNF et de la présence des lymphocytes qui sont diminués lors 
d’une augmentation des glucocorticoïdes circulants. 
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Si la RC a des effets sur les taux de glucocorticoïdes, elle a également un rôle sur le 
stress oxydant. Nos résultats ont montré une diminution des ROS chez les souris SAMP8 
soumises à un régime RC, confirmant la diminution des ROS due à la restriction calorique 
(Gredilla et al., 2001). Les souris SAMP8 possède déjà un niveau d’oxydation plus élevé que 
les souris SAMR1. La RC chez les souris SAMP8 permet une restauration des niveaux 
d’oxydation au niveau des souris contrôle. 
Cependant, les effets de la RC sur les dommages oxydatifs peuvent avoir des 
conséquences tant favorables et défavorables. En effet, le stress oxydatif diminué peut 
protéger les lymphocytes T, et renforcer leur capacité à combattre les cellules tumorales et à 
faciliter ainsi la protection contre le cancer et les maladies auto-immunes. Dans 
l'environnement exempt d'agents pathogènes qui caractérise la plupart des études chez les 
rongeurs sous RC, cet effet serait dominant. Cependant, les ROS sont une composante 
intégrante de la réponse immunitaire pour lutter contre les agents pathogènes. C’est pourquoi, 
la réduction de la capacité à générer des ROS peut alors conduire à des impacts négatifs sur le 
système immunitaire chez les animaux sous RC à l'égard de leur capacité à résister aux 
infections. Dans un environnement du monde réel cet impact négatif de la RC peut 
compenser, dans une certaine mesure, les effets positifs anticancéreux. Tout ceci peut 
expliquer en partie, pourquoi nos animaux sous RC ont un taux de mortalité (sur 6 mois) plus 
élevé par rapport aux souris ayant reçu un régime CTL. Le poids moyen des souris RC, qui est 
nettement inférieur à celui des souris CTL, peut également être un argument supplémentaire 
pour mettre en avant l’effet fragilisant de la RC. Cette fragilité a pu être observée 
principalement lors de stress environnementaux importants comme par exemple lors d’un 
dérèglement de la climatisation de l’animalerie. 
Les ROS ont également un rôle important dans l’altération vasculaire liée à l’âge. En 
effet, des études antérieures suggèrent que l'augmentation des ROS au cours du vieillissement 
favorise la sénescence des cellules endothéliales en stimulant la sécrétion de cytokine, de 
facteurs de croissance et des protéases dans la paroi vasculaire, menant ainsi à un profil 
athérosclérotique (Erusalimsky, 2009), et en favorisant également l’apoptose (Phaneuf et 
Leeuwenburgh, 2002 ; Csiszar et al., 2008 ; Pearson et al., 2008)  ce qui peut conduire à une 
altération de la perfusion sanguine dans le cœur (Anversa et al., 1994) et dans le cerveau 
(Sonntag et al., 1997).  
Dans les études faisant mention d’une amélioration par la RC de paramètres 
physiologiques chez la souris SAMP8, il n’est pas fait mention de l’effet de la RC chez la 
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souris SAMR1. Ainsi il n’est pas possible de savoir si la RC a un effet similaire quel que soit 
la souche de souris et en particulier si la RC affecte des paramètres physiologiques chez une 
souris dont le vieillissement n’a pas été altéré. Nos résultats suggèrent que ces deux souches 
de souris ne répondent pas de la même façon à la RC puisque, si dans les deux cas le taux de 
corticostérone est augmenté, le pouvoir oxydatif régnant dans les cellules est modifié par la 
RC uniquement chez les souris SAMP8. 
 
IV.2 La RC augmente le CICR via l’activité des canaux RYR2 
Suite à l’application de caféine dans les myocytes des artères cérébrales de nos 
groupes expérimentaux, nous avons mis en évidence une augmentation de la réponse calcique 
chez les SAMP8 sous RC. Cette augmentation ne peut pas être corrélée à des résultats de PCR 
quantitative sur l’expression de RYR2, puisque l’étude du génome chez la SAMP8 est 
complexe, car ces souris ont subi plusieurs mutations, ce qui rend difficile l’étude de certains 
gènes chez cette espèce (Takeda, 1999). Mais ce résultat montre que le fonctionnement des 
RYR est augmenté ou que le stock calcique est plus facilement mobilisable et/ou libéré par la 
caféine dans les myocytes artériels provenant de souris SAMP8 sous RC. 
L’oxydation rapide des composants intracellulaires permet d’annuler ou d’inverser les 
effets de la RC sur la réponse calcique induite par la caféine, suggérant que l’effet de la RC 
dépendant de la diminution d’oxydation observée et que celle-ci pourrait affecter le 
fonctionnement des RYR. 
Les RYR sont impliqués dans l’amplification des influx de calcium portés par les 
canaux calciques potentiel-dépendants. Nous n’avons pas pu mettre en évidence une 
augmentation de la réponse calcique activée par une dépolarisation sur les myocytes 
provenant de souris SAMP8 RC. Ceci n’est pas dû à un fonctionnement altéré des canaux 
calciques potentiel-dépendants puisqu’en présence de ryanodine, les signaux calciques activé 
par l’application de KCl sont identiques dans toutes les conditions.  
A ce stade, nous pouvons émettre l’hypothèse que le fonctionnement des RYR est sans 
doute modifié par la RC chez la souris SAMP8, mais il reste à le qualifier, sans pouvoir 
exclure une modification d’autres mécanismes de régulation de la libération du calcium 
stocké. 
 
IV.3 La RC augmente l’affinité de l’IP3 pour son récepteur 
Nos résultats suggèrent que d’une part la RC restaure l’affinité de l’IP3 pour son 
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récepteur chez les souris SAMP8 par rapport aux souris SAMR1 CTL et que d’autre part la 
libération de calcium activée par la photolyse la plus importante sans effet délétère pour la 
cellule (300V) est augmenté par la RC chez les souris SAMP8 et SAMR1. Cette voie de 
signalisation semble être impliquée dans les effets bénéfiques de la RC sur l’espérance de vie 
comme cela a été montré chez C. elegans (Iwasa et al., 2010). En effet, HPA-1 et HPA-2, qui 
participent à la régulation négative sur la voie de signalisation EGF, sollicite une voie de 
signalisation qui implique les IP3R de manière importante. Ainsi, une augmentation de 
l’expression des IP3R ou de leurs propriétés intrinsèques permettant une meilleure efficacité 
dans l’encodage des signaux calciques participeraient à la préservation des fonctions 
cellulaires. 
Il est à noter que dans ce type de réponses, nous avons un effet de la RC chez les 
souris SAMP8 et SAMR1. Il est donc possible d’émettre l’hypothèse que la RC activent 
plusieurs systèmes de régulation : un commun qui aboutit au même résultat sur les deux 
souches d’animaux (voie de la corticostérone) et une voie plus spécifique à la souche SAMP8 
(voie du stress oxydatif). 
 
IV.4 La RC augmente l’efficacité de remplissage du RS 
Les protocoles mis en œuvre pour mesurer l’état de remplissage du stock calcique 
indiquent que dans les myocytes provenant de la souris SAMP8, la RC augmente l’efficacité 
de remplissage permettant de retrouver l’efficacité observée chez les souris SAMR1. Là 
encore l’effet de la RC semble particulier à la souris SAMP8. Comme nous l’avons discuté 
précédemment une modification même modeste de 20% de l’activité des SERCA peut induire 
des changements dans les paramètres cinétiques et l’amplitude des signaux calciques 
activables dans les CMLV. 
 
V. Conclusions et perspectives 
Nos résultats montrent pour la première fois, l’effet de la RC sur la signalisation 
calcique des myocytes des artères cérébrales. Nous pouvons suggérer que le vieillissement 
accéléré chez la souris SAMP8 concerne aussi l’adaptation de la signalisation calcique des 
CMLV puisque certains paramètres sont affectés dans les conditions contrôle (fonctionnement 
des SERCA, affinité de l’IP3 pour les IP3R) comme ce qui a été observé chez la souris 
C57BL6/J. Mais surtout nos résultats indiquent que la RC permet de contrecarrer ces effets du 
vieillissement.  
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Dans notre étude, il a été difficile de reproduire le même type d’étude que celle 
conduite sur la souris C57Bl6J. Les raisons sont multiples, d’abord les cohortes d’animaux 
chez les C57Bl6/j sont plus importantes, la mesure d’expression des gènes par RT-qPCR est 
rendue difficile chez les SAMP8 à cause des nombreuses mutations qu’a subi cette souris, ce 
qui rend impossible l’utilisation des amorces étudiées chez la C57Bl6/J. De plus, l’étude des 
gènes a besoin d’être renforcée par le choix de gènes de références stables dans les conditions 
expérimentales. Nos expériences en ce domaine n’ont pas été concluantes. Une approche plus 
globale par transcriptomique est sans doute à promouvoir. Il semble également que plusieurs 
processus sont responsables des effets de la RC puisqu’elle ne produit pas les mêmes effets 
sur les souris SAMR1 et SAMP8. Il est donc important de mieux caractériser les effets de la 
RC sur les deux souches en mesurant d’autres paramètres moléculaires (taux de cytokines, 
voies de régulations,…) et fonctionnels (état vasculaire en termes de perméabilité de la 
barrière hémato-encéphalique, vasorelaxation, vasoconstriction, tonus myogénique, 
renouvellement cellulaire, …).  
Enfin il reste une question à trancher : 
Quel impact fonctionnel ces modifications peuvent-elles avoir sur la contraction des 
vaisseaux et sur le flux sanguin cérébral ? et pour cela en plus de l’investigation ex vivo de la 
réactivité vasculaire, une approche de la mesure du débit et de la pression sanguins au niveau 
cérébral devrait être mise en œuvre. 
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Dans le contexte de l’étude du vieillissement, ce travail de thèse s’inscrit dans la 
recherche et la compréhension des phénomènes responsables de la diminution de la réactivité 
vasculaire. Il apporte de nouvelles informations sur l’évolution de la signalisation calcique au 
cours du vieillissement, et sur l’identification de facteurs environnementaux, telle que 
l’alimentation, pouvant limiter les altérations liées à l’âge. 
Notre étude montre clairement une adaptation au cours du temps de la signalisation 
calcique au sein de la cellule musculaire lisse. En effet, le vieillissement affecte la 
vasoconstriction via une diminution des mécanismes d’amplification des réponses calciques et 
une diminution du remplissage des stocks calciques. Ces altérations liées au vieillissement 
peuvent refléter de manière directe ou indirecte des changements moléculaires comme une 
modification de l’expression des gènes. Ces résultats peuvent aider à la compréhension des 
risques cardiovasculaires et des démences vasculaires très souvent associés à l’âge. 
 Enfin, en nous focalisant, sur la restriction calorique, nous avons montré pour la 
première fois chez des animaux présentant un vieillissement accéléré, que l’altération de la 
signalisation calcique observée au cours du vieillissement, pouvait être améliorée avec un 
régime restreint en calorie, proposé comme un facteur améliorant la physiologie chez les 
sujets âgés. 
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RESUME 
Au cours du vieillissement, les artères cérébrales subissent des modifications 
structurelles et fonctionnelles, notamment au niveau des cellules musculaires lisses (CML). 
La CML a pour rôle de maintenir la réactivité vasculaire via une signalisation calcique qui fait 
intervenir différents acteurs pouvant ainsi réguler deux phénomènes : la contraction et la 
relaxation. Ces acteurs rassemblent, au sein d’une même cellule, des canaux (CCVD, RYR, 
IP3R), des pompes calciques (SERCA, PMCA, NCX, STIM/ORAI) et leurs régulateurs (PLB, 
FKBP12.6, TRPP2, SARAF, TRIC). La restriction calorique (RC), apparaît comme étant un 
facteur retardant le vieillissement et ses pathologies. Notre travail s’est donc fortement 
impliqué dans l’étude de la signalisation calcique de la CML, en se focalisant sur les 
altérations génomiques et fonctionnelles au cours du vieillissement des artères cérébrales chez 
la souris C57Bl6/j.  Nous avons ainsi pu mettre en évidence une altération de la signalisation 
calcique qui passe en partie par une modulation des niveaux d’expressions génique et 
protéique des canaux et pompes calciques impliqués dans ce phénomène, et par une 
modification fonctionnelle en termes de signaux calciques et de contraction. Après 5 mois de 
régime RC, il a été mis en évidence un ralentissement des altérations de la signalisation 
calcique liées au vieillissement et une diminution de l’oxydation des CML. 
Mots clés : Vieillissement, artères cérébrales, calcium, IP3R, RYR, SERCA, restriction calorique, 
SAMP8 
ABSTRACT 
During aging, cerebral arteries undergo structural and functional changes, particularly 
in smooth muscle cells (SMC). SMC is responsible for maintaining vascular reactivity via 
calcium signaling involving different actors and can regulate two phenomena: contraction and 
relaxation. These actors regroup channels (CCVD, RYR, IP3R) calcium pumps (SERCA, 
PMCA, NCX, STIM / ORAI) and their regulators (PLB, FKBP12.6, TRPP2, SARAF, TRIC). 
Caloric restriction (CR) appears as a factor in delaying aging and its pathologies. Our work is 
strongly involved in the study of calcium signaling in SMC, focusing on genomic and 
functional alterations during aging of cerebral arteries in mice C57BL6/J. We were able to 
demonstrate an altered calcium signaling, which is partly through modulation of gene and 
protein expression levels of calcium channels and pumps involved in this phenomenon, and a 
functional change in terms of calcium signals and contraction. After 5 months under RC, it 
was highlighted a slow calcium signaling alterations associated with aging and a decrease of 
SMC oxidation by SAMP8. 
Key words: Aging, cerebral arteries, calcium, IP3R, RYR, SERCA, caloric restriction, SAMP8 
